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(11
Ha Momentos

Sonhe com aquilo que vocé quiser.
Seja o que vocé quer ser,

porque vocé possui apenas uma vida
e nela sé se tem uma chance

de fazer aquilo que se quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes

nao tém as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor

das oportunidades que aparecem
em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem

a importancia das pessoas que passam por suas vidas.

O futuro mais brilhante

€ baseado num passado intensamente vivido.
Vocé so6 terd sucesso na vida

quando perdoar os erros

e as decepcobes do passado.

A vida é curta, mas as emogdes que podemos deixar
duram uma eternidade.

3
Clarice Lispector
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YAMADA, A. L. M. “Efeito do implante autélogo de plasma rico em
plaquetas (PRP) e células tronco mesenquimais na reparacao de lesoes
condrais articulares induzidas experimentalmente em equinos”. Botucatu,
2011. 111p. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Departamento
de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO

Lesbes na cartilagem articular representam um desafio para a Medicina
Veterinaria devido ao limitado potencial intrinseco de reparacdo. As células
tronco mesenquimais (CTM) e o plasma rico em plaquetas (PRP) vém sendo
utiizados na reparacao condral pela capacidade de imunomodulacgéo,
quimiotaxia, por diminuir a degradacédo da cartilagem articular e exercer efeito
anti-inflamatorio. Esse trabalho estudou a eficacia das CTM e do PRP no
tratamento de lesdes condrais articulares, experimentalmente induzidas em
equinos, apresentando os beneficios e os principais obstaculos encontrados na
aplicagéo clinica e cirdrgica de equinos. Para isso, foi induzida uma lesdo
condral, na troclea medial femoral dos dois membros pélvicos de oito animais.
Ap6s 30 dias da inducao dessa lesao os animais, divididos em quatro grupos,
receberam os tratamentos propostos: com CTM (Grupo 1); PRP (Grupo 2);
CTM e PRP (Grupo 3) e um controle sem tratamento (Grupo 4). As avaliacoes
dos parametros clinico-laboratoriais foram realizadas antes da inducédo da
lesdo (T-0), quinzenalmente até 120 dias e aos 150 dias (T-150). Avaliagbes
macroscopicas, histopatoldgicas e histoquimicas foram realizadas em T-0 e T-
150. P6de-se observar discreta melhora clinico-laboratorial dos grupos tratados
quando comparados ao grupo controle. Os exames macroscépicos,
histopatolégicos e histoquimicos revelaram um melhor tecido de reparag¢ao nos
grupos tratados, principalmente nos grupos 2 e 3. Sendo assim, o implante
autélogo de CTM e do PRP apresentou efeitos benéficos no tratamento de
lesbes condrais, experimentalmente induzidas em equinos.

Palavras-chave: Articulacado; Artroscopia; Células Tronco; Equino; Plasma
Rico em Plaquetas.
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ABSTRACT

Articular cartilage defects represent a challenge for Veterinary Medicine due to
the limited intrinsic potential of repair. Mesenchymal Stem Cells (MSC) and
Platelet-Rich Plasma (PRP) have been used in cartilage repair to promote
immunomodulation, chemotaxis, to decrease the degradation of articular
cartilage and to take antiinflammatory effect. This work aims to study the use of
intralesional MSC and the PRP in the treatment of articular cartilage defects
induced experimentally in horses, noting the benefits and challenges
encountered in implementing clinical-surgical in horses. For this purpose, both
patellofemoral joints of eight animals were approached by arthroscopic surgery
to perform a cartilage defect, on the medial femoral trochlea. After 30 days of
induction the animals, who were divided into four groups, received treatment
with: MSC (Group 1), PRP (Group 2), MSC and PRP (Group 3) and a control
without treatment (Group 4). The clinical and laboratory assessments were
performed every 15 days in 120 days, with last analysis in day 150. The
macroscopic and morphologic analyses were performed at 0 and 150 day.
There were clinical and laboratory improvement in the treated groups compared
with control group. The macroscopic and morphological analysis showed a
better tissue repair in the treated groups, mainly in groups 2 and 3. Thus, the
implantation of autologous MSC and PRP showed beneficial effects in the
treatment of chondral lesions, experimentally induced in horses.

Keywords: Arthroscopy; Horse; Joint; Platelet Rich Plasma; Stem Cells.
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1. INTRODUCAO

As lesdes na cartilagem articular representam um desafio para a
Medicina Veterinaria devido ao limitado potencial intrinseco de reparacéo.
Apesar dos progressos realizados na cirurgia artroscopica e nos farmacos
utilizados na terapéutica da osteoartrite, o tratamento de grandes defeitos
condrais ainda estimula diversas pesquisas no campo da bioengenharia. As
claudicagdes representam a maior causa de afastamento dos animais das
atividades esportivas, o que decorre em um grande prejuizo para a economia
eqlestre. A osteoartrite pode representar até 35% das causas de claudicacao
em equinos, se tornando a mais comum. Tal enfermidade €& preocupante
devido a solidez de instalagdo e a caracteristica degenerativa da doencga,
representando um fator determinante no desempenho e na agregagéo de valor
dos animais atletas (STASHAK, 2006; SCHLUETER & ORTH, 2004;
BROMMER, 2005; RASERA, 2007).

Em cavalos de esportes e na osteoartrite a cartilagem articular é
frequentemente danificada. A auséncia de vasculatura, que resulta no nao
fornecimento para o tecido de células progenitoras provenientes do sangue, e 0
lento mecanismo de ‘“turnover” da cartilagem implicam em mecanismos de
reparacao insatisfatérios, com formacao exclusiva de tecido fibrocartilaginoso e
manutencdo da inflamacgao articular. Por isso, diversas técnicas cirurgicas e
terapias medicamentosas que recuperem a integridade estrutural e funcional da
cartilagem hialina articular sdo pesquisadas, mas ainda sem o completo
sucesso. A bioengenharia combina fatores de crescimento, arcaboucos
(“scaffold”) e fontes celulares visando a regeneracgao tecidual. O potencial da
bioengenharia em tecidos condrais tem sido utilizado para contornar o limitado
potencial de reparacdo cartilaginosa, reduzir a formacéao da fibrocartilagem e
bloquear o ciclo inflamatério articular, resultando em menor morbidade e no
tratamento completo da osteoartrite. Implantes de células tronco mesenquimais
(CTM) e do plasma rico em plaquetas (PRP) em lesées condrais demonstram
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ser promissores, ja representando uma alternativa terapéutica (VINATIER et
al., 2009).

Este trabalho teve por objetivo verificar a eficacia das CTM e do PRP,
como fonte de fatores de crescimento, no tratamento de lesbes condrais,
citando os beneficios e 0s principais obstaculos encontrados na aplicacao

clinica e cirdrgica em equinos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

As articulacbes sinoviais tém como principais funcdées permitir a
movimentacao e transferir forcas. Sdo compostas pelas superficies articulares
de pelo menos dois 0ssos, revestidas por cartilagem articular do tipo hialina,
além da capsula articular e ligamentos que estabilizam a articulagdo. A
cavidade formada é preenchida por liquido sinovial, que exerce a lubrificacao,
absorcao de choque, nutre os condrécitos e participa ativamente do “turnover”
da matriz extracelular. O conhecimento das principais estruturas das
articulagdes sinoviais é fundamental para o melhor entendimento das
enfermidades articulares e dos tratamentos (STASHAK, 2006; MCILWRAITH,

2005).
2.1. A CARTILAGEM ARTICULAR

A cartilagem hialina é um tecido conjuntivo impar, idealmente adaptado
para atuar como um absorvente elastico contra choques e como superficie de
resisténcia contra desgastes (ROSEMBERG, 2005). E composta por
condrdcitos e matriz extracelular, organizados em varias camadas, se tornando
hipertréfica e mineralizada quando préxima ao osso subcondral. Os condrocitos
diferem na sua caracterizacdo em cada uma das diferentes camadas
correspondendo menos de 5% da cartilagem. A matriz extracelular corresponde
de 20 a 30%, sendo esta constituida por proteoglicanos, glicoproteinas,
principalmente por colageno tipo Il e por agua intersticial (60 a 80%)
(STASHAK, 2006; SCHLUETER & ORTH, 2004). O colageno tipo Il
corresponde a 95% do colageno total e € encontrado em fibrilas formando
ligacbes cruzadas em rede tri-dimensional. A concentracdo da matriz
extracelular eleva-se nas camadas mais profundas da cartilagem, o que
proporciona forma, rigidez, e da forca de tracdo ao tecido (SCHLUETER &
ORTH, 2004; MCILWRAITH, 2005%. As forcas de tragdo nas fibras de
colageno estdo em equilibrio osmoético com os proteoglicanos, conferindo a

caracteristica de resisténcia e viscoelasticidade (BROMMER, 2005).
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No animal adulto, a cartilagem articular é desprovida de inervagao,
organizacao linfatica e vasos, o que implica no reduzido influxo de células
progenitoras do sangue ou da medula éssea e consequente limitado
mecanismo reparatorio (STASHAK, 2006; BROMMER, 2005). A nutricdo da
cartilagem é realizada pela difusdo do liquido sinovial (STASHAK, 2006). A
reparacao depende de processos intrinsecos e extrinsecos, intimamente
correlacionados com a matriz extracelular. Os fatores intrinsecos sé@o limitados
devido ao baixo potencial mitético dos condrécitos, pela producéo ineficaz de
colageno, proteoglicanos e enzimas anabdlicas. Na reparacdo de lesdes
cartilaginosas existe uma grande quantidade de tecido fibroso e
fibrocartilaginoso, contendo cerca da metade de colageno tipo Il e
glicosaminoglicanos presentes em uma cartilagem normal. A formacao desse
tecido € resultante da escassa migracdo de elementos mesenquimais
presentes no 0sso subcondral, e corresponde ao processo extrinseco de
reparacao, sendo extremamente limitado em zonas superficiais da cartilagem
articular (FRISBIE et al., 2002; MCILWRAITH, 2005% FORTIER et al., 2010).

Nos tratamentos para a osteoartrite, se almeja sempre uma reparagao
de melhor qualidade ou, quando possivel, atingir a regeneracao tecidual. O
acréscimo da diferenciagcdo de condrdcitos, producdo de matriz extracelular,
proteoglicanos e coladgeno no local da lesdo melhoram a qualidade da
reparacao tecidual e resultam no decréscimo dos mediadores inflamatérios no
liquido sinovial. A reparagédo constituida de fibrose ou fibrocartilagem néo
confere o retorno estrutural e mecanico cartilaginoso, perpetuando a liberacao
de fatores inflamatérios, dor e degradacao da cartilagem articular (FRISBIE et
al., 2002; MCILWRAITH, 2005%. Desta forma, estudos recentes buscam
superar os desafios do processo de reparacao da cartilagem e proporcionar a
regeneracao do tecido cartilaginoso por meio da estimulagdo dos mecanismos
de reparacdo endogenos, terapia celular e utilizacdo de biomateriais
(MCILWRAITH, 2005%; CARMONA et al., 2007; VINATIER et al., 2009).

6
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2.2. LESOES DA CARTILAGEM ARTICULAR

A cartilagem articular é o principal alvo das alteragdes degenerativas da
osteoartrite. Esse tecido, em estado normal, se apresenta estrategicamente
posicionado nas extremidades dos ossos para desempenhar duas funcdes:
banhado em liquido sinovial ele assegura os movimentos livres virtualmente
sem atrito dentro da articulagdo e distribui as cargas através da superficie,
permitindo que os 0ssos subjacentes absorvam os choques e o peso sem
serem danificados. Estas funcées requerem que a cartilagem articular seja
elastica e apresente alta resisténcia contra tensdo (ROSEMBERG, 2005). A
osteoartrite é definida como uma desordem das articulacdes, considerando um
grupo de disturbios que resultam em um final comum: deterioragdo progressiva
da cartilagem articular, acompanhada de alteragdes 6sseas e de tecidos moles,
como sinovite e capsulite. Em estagios mais avancados, a osteoartrite é
caracterizada por grande perda da integridade cartilaginosa, resultando em dor,
deformacdes Osseas, esclerose subcondral, fibrose e reducdo da funcédo da
articulacdo (SCHLUETER & ORTH, 2004; MCILWRAITH, 2005%; VEIGA, 2008).

Existem diferentes teorias para o desenvolvimento da osteoartrite. A
primeira consiste em que a osteoartrite seja decorrente de uma cartilagem
previamente comprometida por alguma outra doenca, como a osteocondrose
ou a instabilidade articular. Outra teoria afirma que a osteoartrite é
desencadeada primeiramente por alteragdes fisicas no osso subcondral, como
o trauma constante (SCHLUETER & ORTH, 2004; MCILWRAITH, 2005%
VEIGA, 2008; RASERA, 2007; SUTTON et al., 2009). O trauma repetitivo e
forcas biomecanicas suprafisiolégicas na cartilagem articular, mesmo esta
apresentando-se higida, alteram a integridade fisico-quimica da matriz
extracelular e, igualmente ocasiona microfraturas, rompendo as ligacées de
colageno. Pequenas lesbes da cartlagem e, principalmente, do 0sso
subcondral ativam a quimiotaxia de fatores inflamatérios e a producao de
enzimas catabodlicas pelos condrdcitos (MCILWRAITH, 2005%, STASHAK,
2006; SUTTON et al., 2009). Em consequiéncia, ha o desencadeamento de
inflamacédo ciclica, sinovite, capsulite, esclerose do o0sso subcondral,
degradacao enzimatica da cartilagem articular, apoptose celular, perda de
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glicosaminoglicanos, destruicdo da matriz extracelular e da rede de colageno.
Essa série de fatores tem como resultado final a quebra estrutural e funcional
da cartilagem articular, e corrobora com a caracteristica degenerativa e
progressiva da osteoartrite (MCILWRAITH, 2005%; NESIC et al., 2006).

O osso subcondral participa ativamente do processo desencadeador da
osteoartrite. Essa estrutura é responsavel pela manutencao das camadas mais
profundas da cartilagem articular, é capaz de liberar enzimas catabdlicas e
anabdlicas, realiza a integracdo entre a cartilagem e 0sso, e ainda carreia
células e moléculas durante o processo de reparagédo condral (SCHLUETER &
ORTH, 2004; MCILWRAITH, 2005%. O osso subcondral pode sofrer
remodelamento normal, excessivo, que consiste na esclerose, ou necrose.
Quando ha a lesdo do osso subcondral, em conjunto com a degradacao da
cartilagem articular, o coagulo sanguineo formado no osso é substituido por
fibrina, a partir da medula éssea. Consequentemente, células mesenquimais
sdo transportadas para lesédo, auxiliando na reparacado condral e subcondral.
Mesmo nesse tipo de reparacao ha formacéao exclusiva de fibrocartilagem, néao
havendo retorno funcional e mantendo a liberacdo de fatores inflamatérios
(SCHLUETER & ORTH, 2004; STASHAK, 2006; FORTIER et al., 2010).

Os mediadores proé-inflamatérios  catabdlicos sao fartamente
encontrados em articulagdes comprometidas pela enfermidade e compdem um
importante método de avaliagdo do grau de implicacdo articular (BERTONE et
al., 2001; HAUPT et al., 2005; LEY et al., 2007; SUTTON et al., 2009). A
capsula articular responde ativamente a esses fatores pré-inflamatérios. Ha o
aumento de vascularizacdo, hipertrofia e liberacdo de interleucinas pelos
sinovidcitos, perpetuando o ciclo inflamatério e principalmente, provocando dor,
efusédo sinovial e reducdo da mobilidade articular (STASHAK, 2006; VEIGA,
2008). Os mediadores inflamatérios, atualmente conhecidos na fisiopatologia
das doengas articulares, incluem as metaloproteinases, agrecanases,
prostaglandinas, radicais livres, fator de necrose tumoral e citocinas pro-
inflamatérias, como as interleucinas, sendo a interacdo dessas moléculas
essencial no desenvolvimento da doenga (HARDY, 1998; BERTONE et al.,
2001; FRISBIE et al., 2002; MCILWRAITH, 2005%).

8



Revis&o de Literatura

As citocinas sdo responsaveis por grande parte da destruicdo de
proteinas e da cartilagem articular, podem exercer funcao a partir do plasma ou
por via autocrina nos condréocitos (GAISSMAIER et al., 2008). Estudos sugerem
que a IL-1 e o TNF-alfa modulam a sintese das metaloproteinases pelos
condrdcitos e sinoviocitos. A IL-1 estimula a producdo exagerada de colageno
tipo | e tipo lll, que s&o prejudiciais na reparacao da cartilagem articular, que
possui normalmente o colageno tipo Il (MCILWRAITH, 2005%). A IL-1 também é
responsavel pelo aumento de PGE, no liquido sinovial e pela liberagdo de
radicais livres, como o 6xido nitrico (SCHLUETER & ORTH, 2004). A PGE, é
responsavel pela sensibilizacao de terminacdes nervosas sensorais € aumento
da dor. Além disso, essas moléculas reduzem a quantidade de proteoglicanos
na matriz extracelular, causam vasodilatacdo, desmineralizacdo &ssea,
ativacdo do plasminogénio e aumento da liberacdo das ciclooxigenases
(MCILWRAITH, 2005% GRAUW et al., 2006). As prostaglandinas estdo em
quantidades aumentadas nas articulagdes artriticas (VAN DEN BOOM et al.,
2004; VEIGA, 2008), sdo essenciais na avaliacdo da doenca aguda, sendo
liberadas pelos sinoviécitos e controladas pela ativacéao de interleucinas e TNF-
alfa (BERTONE et al., 2001; FRISBIE et al., 2002; RASERA et al., 2008).

A inflamagao articular resulta no acréscimo da quantidade de células
nucleadas. O numero de células nucleadas no liquido sinovial de equinos
saudaveis varia de 80 a 200 células/mm® e em casos de osteoartrites e
sinovites podem alcancar 100.000 células/mm® (POZZOBON et al., 2009).
Mudancas qualitativas e quantitativas nos leucécitos indicam a magnitude da
inflamacdo da membrana sinovial. Os neutréfilos séo fiéis indicativos da
inflamacao articular, assim como a redugdo de células mononucleares no
liquido sinovial (STEEL, 2008; POZZOBON et al., 2009). O influxo de proteinas
e fibrinogénio para o liquido sinovial, assim como as alteragdes da celularidade
sdo resultantes de mudancas na permeabilidade vascular e da membrana
sinovial, decorrentes da liberacdo de fatores proé-inflamatérios, principalmente
as interleucinas e prostaglandinas (STEEL, 2008). Quando héa inflamacéo,
ocorre diminuicdo da producado de acido hialurénico e quebra dessa molécula
por enzimas lisossomais, diminuindo a qualidade do liquido sinovial e
perpetuando a doenca articular (POZZOBON et al., 2009).
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2.3. TRATAMENTOS

O tratamento primordial da osteoartrite objetiva o controle da perda
progressiva de cartilagem articular. Dentre os tratamentos comumente
utilizados estdo o uso sistémico ou local de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES) e esteroidais (AIEs), substancias precursoras dos proteoglicanos e
condroprotetoras, a administracao intra-articular de associacdes de potentes
AlEs ao &cido hialurbénico e ao sulfato de condroitina, se baseando na
supressdo sintomatica da inflamacédo. Essas terapias sdo paliativas, e nao
representam beneficios bioldgicos importantes (MCILWRAITH, 2005%), podem
ser Uteis na melhora da viscosidade do liquido sinovial, reducao da inflamacao,
consequente protecado do colageno e da matriz extracelular, porém, ainda nao
conferem qualidade de reparacdo condral satisfatéria, ndo resultando na
regeneracao da cartilagem, permitindo a progressao da doenca (GOODRICH &
NIXON, 2006; MCILWRAITH, 2005%). Recentes terapias e intervengoes
cirurgicas tém sido utilizadas, incluindo a microfratura, a mosaicoplastia, terapia
celular e a bioengenharia, com CTM e PRP (MCILWRAITH 2005%; BEDI et al.,
2010, FORTIER et al.,, 2010). A terapia celular e a bioengenharia tém
contribuido de forma significativa, ndo apenas para a reducao da destruicao
articular e da dor, mas também como uma alternativa terapéutica de reparagao
e regeneracao (BLACK et al., 2008; KOCH et al., 2009; VINATIER et al., 2009).

2.4. CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As CTM sao células adultas, multipotentes, que possuem a capacidade
de diferenciar-se na mesma linhagem germinativa, ou seja, em tecidos
mesodermais. Essas células apresentam morfologia fibroblastéide e devem ser
aderente ao plastico, ter a habilidade de diferenciagdo osteogénica,
adipogénica, condrogénica e expressar marcadores de superficie (cluster
designation — CD = denominacdo de grupamento) (CARVALHO, 2009;
VINATIER et al., 2009). As CTM representam uma importante fonte de células
que podem ser destinadas a bioengenharia da cartilagem articular devido ao
facil acesso de coleta e alta capacidade de expansao in vitro. Sao isoladas
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principalmente da medula 6ssea e de tecido adiposo, porém, ja foram
igualmente isoladas de diversos outros tecidos, como mausculo, sangue,
sindvia, peridsteo, bulbo olfatério e cordao umbilical. Em pesquisas recentes,
as CTM foram descritas como importantes agentes imunomoduladores e
quimiotaxicos. Nos equinos, varios estudos mostram expressdo semelhante
entre os marcadores da superficie celular das CTM derivadas da medula 6ssea
e das CTM derivadas do tecido adiposo. Ambas apresentam reacao positiva a
andlise pelo aparelho de citometria de fluxo e pela imunocitoquimica aos
seguintes marcadores: CD13, CD44 e CD90. Nao podem expressar 0S
marcadores da linhagem hematopoiética como o CD34, CD45, CD19 e CD79
(CARVALHO, 2009; VINATIER et al., 2009).

As CTM foram identificadas pela primeira vez a partir de células
mononucleares da medula 6ssea de camundongos por Friedenstein et al.
(1966). O primeiro isolamento de células do tecido adiposo foi descrito por
Gimble & Guilak et al. (2003), e se caracterizam pela facilidade de crescimento
em monocamadas, secrecdo de matriz extracelular que permite a adesao em
superficie de crescimento, manutencado por varias passagens e possibilidade
de marcacao através de marcadores de superficie (cluster designation). As
CTM do tecido adiposo sado consideradas como uma populacado celular
heterogénea, incluindo endotélio, epitélio, pré-adipdcitos e outros progenitores
celulares (GOODSHIP, 2004). Recentemente, a utilizagcdo destas células
representa uma nova fonte de acesso pratico e de grande potencial proliferativo
(DE UGARTE et al., 2003). O implante intralesional de CTM resulta no
acréscimo do numero de células progenitoras do préprio tecido, incrementando
o potencial de regeneracao, tropismo pelo tecido lesado e diferenciacao celular.
O periodo ideal para o implante encontra-se ap6s a fase inflamatéria, antes da
fase de formagéao de tecido cicatricial (BARREIRA, 2005; FRISBIE et al., 2006).
As CTM vém sendo utilizadas na reparacao cartilaginosa para promover a
diferenciacao condrogénica, diminuir a degradacao da cartilagem articular e
reduzir a esclerose subcondral (HEGEWALD et al.,, 2004; TAYLOR et al.,
2007).

No6th et al (2008) relataram que a aplicacdo de CTM é indicada em

varias doencgas articulares, jA que possuem potencial para diferenciacao
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condrogénica in vitro e in vivo, sendo vantajosa sobre o implante autélogo de
condrécitos maduros que requerem uma articulacado doadora e mais de uma
intervencao cirurgica. Para a regeneracao da cartilagem articular, essas células
devem ser implantadas em um microambiente que favoreca a condrogénese.
Estudos in vitro demonstraram que CTM cultivadas com fatores de crescimento
transformador beta e fibroblastico-2 apresentam acréscimo na diferenciacao
em condrécitos. Porém, segundo o mesmo autor, demais condi¢des ainda sao
necessarias para que a aplicacdo terapéutica das CTM em lesbGes condrais
seja plenamente satisfatéria.

A manutencado integra do fenétipo das CTM, para que estas se
diferenciem em condrécitos, é essencial para que nao haja hipertrofia,
ossificacdo ou fibrogénese da cartilagem articular. Alguns autores relatam que
deveria ser realizado um direcionamento condrogénico in vitro das CTM antes
da aplicacdo, para que houvesse diferenciacéo integra dessas células in loco.
Como desvantagem, pode existir a produgao excessiva de colageno tipo X
pelas CTM, assim como a tendéncia a apoptose, a hipertrofia e a formacao de
teratomas. Esses itens ainda devem ser corrigidos para a otimizacdo desse
implante celular (FORTIER, 2007).

Um requisito fundamental para a utilizacdo das CTM na reparacao de
defeitos condrais é o método de aplicacdo e manutencdo dessas células.
Varios métodos tém sido estudados a fim de garantir o melhor desempenho
das CTM no local da lesdo (NOTH et al., 2008). Diversos obstaculos estéo
associados com o método de implante. Marcacdes celulares fluorescentes
demonstram que as CTM frequentemente ndao permanecem no local da lesao,
se dissipam ou n&o recebem o devido microambiente, necessario para a
diferenciacdo. Injecdes intra-articulares sdo indicadas nas fases iniciais da
doenca articular, principalmente quando o defeito condral é limitado a uma
pequena camada da cartilagem articular, jA que apdés da aplicagao intra-
articular as CTM seriam distribuidas em todo espacgo capsular, apresentando
tropismo pelas lesbes e superficies receptivas. Porém, no tratamento
intralesional, um método de aplicacao eficiente deve ser utilizado. Aplicadores

especificos,
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adesivos de fibrina e anteparos mecanicos podem ser necessarios para que
ndo haja escoamento do implante para outros locais da articulagdo (NOTH et
al., 2008; HALEEN & CHU, 2010; RICHARDSON et al., 2010).

A administracdo direta de CTM intra-articular suspensas em acido
hialurénico provou auxiliar na regeneracdo de meniscos lesados, em lesdes
condrais, e é capaz de reduzir as consequéncias do ciclo inflamatério da
osteoartrite (DRENGK et al., 2009; FRISBIE et al., 2009). A administracao
intra-articular ou intralesional em fases iniciais da osteoartrite ou em
osteoartrites cronicas demonstrou reduzir o escore de claudicagdo (BLACK et
al., 2008). Alguns autores afirmam que o acido hialurénico aplicado junto as
CTM auxiliam na adesdao e na migracdo dessas células no interior da
articulacdo. Os mecanismos exatos que norteiam a migracao e acao das
células tronco, quando liberadas no espaco intra-articular, ainda nao sao
inteiramente esclarecidos. Sabe-se que essas células sao capazes de secretar
diversas moléculas bioativas que apresentam forte agdo imunomoduladora e
quimiotaxica. As CTM reduzem a ativacado de linfécitos, reduzem reacdes
inflamatdrias mistas, igualmente reduzem o infiltrado de células inflamatorias,
possuem acgao anti-apoptotica, realizam recrutamento e anabolismo celular,
quimiotaxias de células produtoras de matriz extracelular e de outras células
produtoras de proteinas bioativas e finalmente também ativam citocinas e
diversos fatores de crescimento (NOTH et al., 2008; DRENGK et al., 2009;
FRISBIE et al., 2009; HALEEN & CHU, 2010; RICHARDSON et al., 2010).

Quando ha exposicao de grandes areas do osso subcondral, a aplicacao
ideal das CTM seria com o auxilio de um arcabouco ou um meio de
sustentacao, que pode ser constituido de biogel, fibrina, quitosana, alginato,
polietilenoglicol, celulose, entre outros. Os meios de sustentagédo celular podem
ser injetaveis, nao injetaveis, simples ou complexos, e devem interagir
integralmente com as células e com o tecido onde esta sendo aplicado. O dano
do osso subcondral faz com que fatores medulares sejam deslocados para a
area da lesdo condral, inclusive células tronco e fatores de crescimentos. Em
conseqliéncia, nesses casos ha favorecimento da reparagdo condral
fibrocartilaginosa. Em estudos controlados, os arcaboucgos servem igualmente

para evitar que o implante celular tenha contato com os fatores medulares
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provenientes do o0sso subcondral, protegendo as células, impedindo
interferéncias nos resultados e no tratamento proposto (FORTIER, 2007;
VINATIER et al., 2009).

A maioria dos estudos realizados nos equinos aplica tratamentos
combinados. As células tronco sdo aplicadas juntamente aos fatores de
crescimento, PRP, arcaboucos bioativos, sobrenadante do aspirado de medula
6ssea e acido hialurénico (NOTH et al., 2008; VINATIER et al., 2009). Culturas
expandidas aplicadas dentro de articulagbes podem causar pequenas reagcdes
inflamatérias locais, como edema e dor local, até seis semanas apos a
aplicacdo. A maioria dos estudos controlados e com resultados foram
demonstrado em tenddes flexores, com diminuicado do tempo de reparagao e
aumento da qualidade do tecido cicatricial neoformado. O implante de CTM é
idade-dependente, o que significa que quanto mais velho o animal, menor a
capacidade dessas células em desempenharem a reparacgéao plena (FRISBIE et
al., 2009; HALEEN & CHU, 2010; RICHARDSON et al., 2010).

A literatura demonstra que o implante de CTM associadas
a arcabougos tridimensionais diminui a formagdo de tecido cicatricial
fibrocartilaginoso e acresce a producdo de matriz rica em colageno tipo Il.
Sugere-se bloquear os efeitos catabodlicos das interleucinas antes da aplicagao
de CTM, sé assim essas células conseguiriam exercer a funcdo desejada
(NESIC et al., 2006). O tratamento de lesdes condrais com CTM diminui a
efusdo sinovial e os indices de PGE,, que é um marcador inflamatério da
osteoartrite no liquido sinovial (FRISBIE et al., 2009). As células tronco
expandidas de aspirado medular sdo mais eficazes no tratamento de lesbes
condrais quando comparadas as células provenientes do tecido adiposo, com
base na producdo de matriz extracelular, concentracdo de glicosaminoglicanos
e morfologia (KISIDAY et al., 2007; VIDAL et al., 2007; FRISBIE et al., 2009).

Culturas de CTM tratadas com IGF-1 apresentam-se promissoras para o
tratamento de defeitos condrais articulares, porém, algumas dessas aplicacdes
podem resultar em condrécitos hipertréficos e fibrocartilagem (FORTIER,
2007). Hegewald et al., (2004) relataram que utilizando CTM no tratamento de
lesbes articulares, a qualidade da cartilagem obtida ainda nao alcancou
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padrbes elevados quando comparados a cartilagem hialina, porém os
resultados sao promissores. Mais estudos in vitro devem ser realizados para
que nao haja a formacao de condrécitos hipertroficos apds o tratamento com
células tronco mesenquimais (FRISBIE et al., 2009; RICHARDSON et al.,
2010). Apesar dos estudos e da tecnologia, o implante celular ainda enfrenta
falhas na aplicagdo como suporte celular inadequado, suprimento sanguineo
inadequado, microambiente ineficaz, ndo sendo capaz de ativar e suportar a
diferenciacao e proliferagdo celular e por fim, complicacdes pds operatérias,
mesmo quando minimamente invasivas. Porém, os beneficios gerados pela
terapia celular como a quimiotaxia, tropismo por cartilagem lesada,
imunomodulacdo e diferenciacdo celular estimulam a realizacdo de mais
pesquisas e predizem bons resultados (NOTH et al., 2008; DRENGK et al.,
2009; FRISBIE et al., 2009; HALEEN & CHU, 2010; RICHARDSON et al.,
2010).

2.5. PLASMA RICO EM PLAQUETAS

As plaquetas desempenham uma fungdo fundamental no processo de
homeostasia e participam ativamente no mecanismo de reparagdo tecidual
(NISHIMOTO et al., 2007). Sdo pequenos corpusculos anucleados discéides,
de aproximadamente 1 a 3 ym de didmetro, com meia vida no sangue de
aproximadamente sete dias. As plaquetas sdo formadas a partir de
megacarioécitos, células gigantes e multinucleadas da medula dssea. As
plaquetas apresentam um anel de microtdbulos contratil (citoesqueleto),
contendo microfilamentos de actina e miosina, glicogénio, lisossomos e a-
granulos. O a-granulos contém fatores de coagulacao, fatores de crescimento e
outras proteinas, sdo organelas secretoras e possuem conteddo protéico
adquirido por biossintese, endocitose e pinocitose (EVERTS, 2006; MAIA,
2008).

As plaquetas encontram-se naturalmente em estado inativo. A ativagéao
pode ser feita por agentes fisiol6gicos (trombina, colageno, fator ativador de
plaquetas - PDGF, serotonina), que estdo presentes em tecidos lesados e
inflamados, ou através de agentes quimicos, como o cloreto de calcio a 10%.
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Depois do reconhecimento desses agentes ativadores pelas membranas
plaquetarias, estas se tornam ativas, emitem pseudépodos, responsaveis pela
agregacao e degranulam os a-granulos, liberando os fatores de crescimento e
recrutando outras plaquetas e tipos celulares (MAIA, 2008).

O PRP foi descrito pela primeira vez em 1997, por Whittman e
colaboradores, para reparacao de tecidos na cirurgia maxilo-facial (SUTTER,
2007). O PRP é também conhecido como plasma autégeno de plaquetas,
plasma rico em fatores de crescimento, plasma enriquecido com plaquetas,
concentrado de plaquetas e gel de plaquetas (FOSTER et al.,, 2009). Na
definicao correta, o PRP é o resultado obtido apenas da separacao do plasma
e plaquetas das hemacias e leucdcitos através de uma uUnica centrifugagéo. O
concentrado de plaquetas é o termo utilizado para a centrifugacéo repetida do
plasma, retirando o sobrenadante. Em uso comum na literatura, o termo PRP é
utilizado para designar o plasma com maior concentracao de plaquetas que no
sangue normal, mesmo este sendo resultante de centrifugacdes repetidas
(FOSTER et al., 2009).

O PRP é um biomaterial autélogo, rico em fatores de crescimento, que
pode ser caracterizado como quimiotaxico, mitogénico, angiogénico, analgésico
e anti-inflamatério. Os fatores de crescimento liberados pelas plaquetas
exercem grande influéncia no processo de reparagdo e cicatrizacdo, sendo
uma ferramenta de grande utilidade no auxilio ao tratamento de enfermidades
ortopédicas (MARX, 2004; MAIA, 2008). O PRP deve ser sempre autélogo e
ndao homologo. A utilizacdo de um animal doador de plaguetas pode levar a
reacdes imunes e a resultados insatisfatérios em relacao a utilizacao e efeitos
do PRP (MARX, 2004). Uma concentracdo superior a 250 x 10° plaquetas por
mililitros, ou trés vezes a concentracdo basal plaguetaria do animal é a dose
sugerida pela literatura (CARMONA et al.,, 2009; FOSTER et al., 2009). A
concentracdo normal de plaquetas é variavel, mas em média esta entre
150.000 e 450.000 por microlitros em um animal higido (ALBUQUERQUE et
al., 2008). A contagem de plaquetas no PRP depende da contagem inicial de
plaquetas no sangue total do animal, por isso, alteracdes na contagem inicial
de plaquetas, como a trombocitopenia, interferem na qualidade do PRP (MAIA,
2008).
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Outros fatores presentes no PRP podem também ser benéficos para a
reparacao tecidual, como proteinas do soro, fibronectina, fibrinogénio, fibrina e
vitronectina (SUTTER, 2007; EL-SHARKAWY et al., 2007). A obtengédo do PRP
€ relativamente simples e nao onerosa. Consiste, basicamente, em
centrifugacdes do sangue total. Apds a primeira centrifugacédo, podera ser
observado o plasma sobrenadante, os primeiros 50% desse plasma
correspondem ao plasma pobre em plaquetas, sendo descartado junto com a
zona de névoa e o restante das hemacias. O correspondente aos outros 50%
do plasma deverdo ser novamente centrifugados, e podera ser observado
novamente o plasma sobrenadante e ao fundo as plaquetas que precipitaram.
O plasma devera ser novamente separado e a solucao restante agitada e
pipetada, se obtendo com esse procedimento o PRP (FOSTER et al., 2009;
CARMONA et al., 2009).

Anteriormente a utilizacdo do PRP pode ser necessaria a utilizacao de
um fator quelante do anticoagulante utilizado e de um ativador de fibrinogénio,
como o gluconato de célcio e a trombina autégena respectivamente. A funcao
desses fatores € ativar as plaquetas e formar uma rede de fibrina possibilitando
o implante no local da lesdao (PLAGIOSA & ALVES, 2007, VINATIER et al.,
2009). Alguns estudos relatam que as plaquetas ativam-se naturalmente,
degranulando e liberando os fatores de crescimento através da exposicdo ao
tecido lesado e a uma regido previamente inflamada (MARX, 2004; SUTTER,
2007). A degranulacao de plaquetas ocorre sempre apds uma leséo tecidual, o
PDGF e o FGF sao produzidos por células lesadas, sendo assim, apds o
contato de um concentrado de plaguetas em uma regido com lesdo as
plaguetas serdo consequentemente ativadas (EVERTS, 2006). Estudos que
utiizam o PRP no tratamento de enfermidades ortopédicas empregam o
gluconato de célcio, o cloreto de calcio ou a trombina autéloga para ativacao
plaquetaria e consequente formacao do gel (CARTER et al., 2003; LEE et al.,
2007; MAIA, 2008; CARMONA et al, 2009).

O PRP possui diversos fatores de crescimento para a aplicacdo
terapéutica, capazes de acelerar e modular os processos de reparacao,
atuando na proliferacdo celular, diferenciacdo e formacdo de matriz

extracelular. Para a correta utilizagdo € necessario a comprovacado de que o
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PRP possua quantidades satisfatérias de fatores de crescimento, sendo
necessaria a ativacao quimica das plaquetas se os fatores de crescimento nao
forem liberados em quantidades suficientes para a reparacéao tecidual (MARX,
2004; CARMONA et al., 2007; MAIA, 2008).

Os fatores de crescimento sao peptideos que exercem funcédo através
da interacdo com o0s receptores tirosina-quinase, presentes na superficie
celular. Com esse receptor ativado ocorre a sinalizacdo e ativacao de
processos para divisao celular e transcricdo do RNAm. Assim, o processo de
reparacao e cicatrizacdo estara iniciado. (EVERTS, 2006). Os fatores de
crescimento podem ser liberados até 10 dias apds a ativacao (SUTTER, 2007).
Os fatores de crescimento se difundem no meio extracelular ou sao
armazenados na matriz extracelular e na membrana basal, sendo recrutados
de forma imediata ou tardia em caso de lesdo tecidual. Atuam nas fases de
inflamacéao, reparo e remodelamento durante a cicatrizagdo, participando
ativamente em cada uma dessas fases (PLAGIOSA & ALVES, 2007).

As plaquetas liberam diversos fatores de crescimento, dentre eles: o
fator de crescimento ativador de plaquetas (PDGF); fator transformador (TGF);
fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator semelhante a insulina (IGF-1),
que atua sobre matriz 6ssea e cartilaginosa. Na fase de reparo sao importantes
o fator vascular endotelial (VEGF) e o fator epidermal (EGF). Os fatores de
crescimento sdo importantes por atuarem na proliferacdo, diferenciacao,
modulacdo e coordenacgdo celular (PLAGIOSA & ALVES, 2007). O PRP ainda
auxilia no implante de enxertos 6sseos e celulares, implante de condrécitos em
defeitos condrais e de CTM em tendinites de equinos, assim, € capaz de
acelerar e dar qualidade a reparagdo de lesdes ortopédicas desses animais
(CARTER et al., 2003; CARMONA et al, 2007; LEE et al., 2007; MAIA, 2008).

A presenca de fatores de crescimento em abundancia no PRP estimula
a producao de proteoglicanos pelos condrécitos (GAISSMAIER et al., 2008).
Os beneficios da aplicacdo do PRP intra-articular refletem-se na diminuicao
dos sinais clinicos associados a osteoartrite. H4 reducéo da claudicacao e da
efusao sinovial, o principal fator relatado pela literatura é a reducéo significativa
da dor articular. Acredita-se que o PRP seja capaz de bloquear a expressao de
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fatores nucleares e a acdo de moléculas pré-inflamatérias, atuando de forma
anti-inflamatéria e analgésica. A IL-1 e o TNF-alfa sao inibidos pela presenca
de grande quantidade de fatores de crescimento e proteinas bioativas
presentes no PRP (EL-SHARKAWY et al., 2007). A inibicdo da IL-1 tem como
consequéncia a reducado do ciclo inflamatério, inativacdo das prostaglandinas,
diminuicdo da dor e da efusdo sinovial (MCILWRAITH, 2005%; STASHAK 2006;
VEIGA 2008; CARMONA et al., 2009).

O PRP também possui uma concentragcao de proteinas osteocondutoras.
Estimula a migragdo celular, a formacdo éssea e o incremento do tecido
conjuntivo (CARTER et al.,, 2003). Tem alta capacidade de modulacao
inflamatéria, torna a cicatrizagdo mais rapida e eficiente por promover a
diferenciacao e migracao celular. Observa-se uma influéncia positiva do PRP
sobre a proliferacdo celular, apresentando um significativo efeito mitogénico. O
coquetel de fatores de crescimento age em conjunto blogueando o
sangramento e iniciando a reparagdo. CTM expostas ao TGF e ao PDGF
apresentam maior potencial proliferativo. Alguns estudos demonstram que CTM
derivadas da medula éssea podem perder o potencial condrogénico e reduzir a
expressdao de RNAm de colageno tipo Il na presenca de PRP, o que parece ser
resultante da proliferacdo excessiva, principalmente em monocamadas
(FORTIER, 2007; DRENGK et al.,, 2009). Porém, Drengk et al., (2009)
demonstraram que culturas 3D e tratamentos in vivo realizados com CTM e
PRP apresentaram aumento da taxa de proliferagcdo, diferenciacéo
condrogénica e expressao de RNAm do colageno tipo Il

Anitua, et al., (2006) relataram que ndo houve efeitos colaterais graves
decorrentes da aplicacao intralesional de PRP, a ndo ser em pacientes que
apresentavam disfuncdo plaquetaria, trombocitopenia, hipofibrinogenemia e
instabilidade hemodindmica. Essas alteracdes hematolégicas decrescem a
qualidade do plasma rico em plaquetas. Carmona et al., (2009) relataram
pequena efusdo sinovial, sem alteracdo no grau de claudicacao, logo apos a
aplicagéo intra-articular de PRP, essas altera¢des regrediram sem tratamentos
depois de 48 horas. As condicbes basicas de assepsia durante a aplicacao e
preparacdo devem ser rigorosamente obedecidas (CARMONA et al., 2009).
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Um numero significativo de fatores de crescimento, proteinas adesivas,
produtoras de matriz extracelular, quimiotaxicos e fatores de diferenciacao que
regulam o desenvolvimento, homeostase e maturidade da cartilagem articular
foram identificados no PRP (VINATIER et al., 2009). Diversos volumes de PRP,
que variam de dois a 40 mL, séo citados na terapéutica de lesdes condrais, em
aplicacdes intra-articulares ou intralesionais. Aplicacdes repetidas em avulsdes
ligamentares, pequenas fraturas e na osteoartrite demonstrou reduzir o tempo
de repouso dos animais e acelerar a reparacdao (SANCHEZ et al., 2003).
Segundo Carmona et al., (2007), o tratamento intra-articular com PRP é seguro
e reduz significativamente os sinais clinicos da osteoartrite. O PRP também
melhora a aparéncia morfolégica da lesdo, incrementando a transcricdo de
colageno tipo I, sendo um tratamento promissor para equinos atletas com
lesbes articulares (FORTIER, 2007).
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3. JUSTIFICATIVA

Pesquisas recentes obtiveram progressos referentes a reparacao
cartilaginosa na osteoartrite, através de implantes autélogos ou alégenos de
condrécitos, CTM, PRP, biomateriais associados a arcaboucos e outros tecidos
auxiliados pelo acesso artroscépico. A utilizacdo de células autélogas diminui a
possibilidade de rejeicao e inflamacao adicional. A obtencdo de CTM derivadas
do tecido adiposo e de PRP demonstra boa viabilidade em termos de coleta,
processamento e aplicacao, assim como o implante por artroscopia em lesées
condrais articulares. Sabendo-se entdo do limitado mecanismo regenerativo do
tecido condral e do processo inflamatério envolvido nas enfermidades
articulares, as capacidades biol6gicas dos diferentes tipos celulares em
questdo representam uma possibilidade no restabelecimento estrutural e
funcional da cartilagem articular lesada.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve por objetivos avaliar o efeito da aplicacdo das CTM,
do PRP e da associagdo das CTM com o PRP sobre lesdes condrais
articulares produzidas experimentalmente na tréclea medial do fémur, da
articulacao femoropatelar de equinos, através de exames clinicos, laboratoriais
e artroscopicos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) Avaliar pela artroscopia 0 aspecto macroscopico da cartilagem articular
na tréclea medial do fémur da articulacdo femoropatelar, antes e apés a
instituicdo dos tratamentos.

b) Avaliar clinicamente os animais apds a inducao da lesado condral, e apds
a instituicao dos tratamentos.

c) Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e citolégicas do liquido
sinovial antes e ap6s a inducao da lesdo na cartilagem, e apés a instituicao dos
tratamentos.

d) Avaliar o perfil sinovial de PGE; antes e apds a indugédo da lesdo na
cartilagem, e ap0s a instituicado dos tratamentos.

e) Avaliar a morfologia tecidual em T-150, por meio de exames histolégicos
e histoquimicos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. EXPERIMENTACAO

O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu
(Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria), no Hemocentro da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), UNESP, Campus de Botucatu e no
Instituto de Biociéncias (IB), UNESP, Campus de Botucatu (Departamento de
Imunologia e Departamento de Histologia). A metodologia adotada durante o
desenvolvimento do presente trabalho foi aprovada pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Botucatu, em 17 de Dezembro de
2008, sob protocolo 256/2008.

5.2. ANIMAIS E FASE DE AMBIENTAGCAO

Foram utilizados oito equinos adultos, clinicamente higidos, mesticos da
raca Quarto de Milha, com trés a quatro anos de idade. Esses animais foram
submetidos a um periodo de adaptacdo ao manejo alimentar de dois meses
previamente ao inicio dos procedimentos cirdrgicos. A confirmacao do estado
de higidez para a inclusdo no grupo experimental foi realizada por meio dos
exames fisicos (mensuracdo de parametros vitais e exame do aparelho
locomotor), laboratoriais (hematimetria, leucometria, perfil bioquimico das
funcbes hepatica e renal) e radiograficos (avaliacdo das articulagdes
femoropatelares). Durante todo o experimento os cavalos foram alimentados
com feno de capim “coast-cross”, com agua “ad libitum” e suplementados com
racdo comercial para eqiinos' e composto vitaminico mineral®>. Receberam

vermifugo com composto comercial a base de lvermectina® a cada trés meses.

1 Ragéo Triumph Passeio — Socil, Brasil
2 Sal para equinos Manafés — Connan, Brasil
* Ivermectina - Eqvalan, pasta - Merial, Brasil
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Os animais permaneceram em baias na semana anterior e trés semanas
posteriores ao procedimento cirurgico, sendo soltos em piquetes nos intervalos
das cirurgias (Figura 01).

5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com trés
tratamentos diferentes e um controle, ou seja, quatro grupos (G1, G2, G3 e
G4). Cada grupo apresentou quatro repeticdes (quatro membros). Em todos os
grupos as articulacdes femoropatelares de ambos os membros pélvicos foram
abordadas pela cirurgia artroscopica para a realizacdo de um defeito

cartilaginoso e submetidas a tratamento conforme o grupo:

o G1 (Membro Pélvico Esquerdo - MPE e Membro Pélvico Direito - MPD
dos animais 1 e 2): receberam implante autélogo de CTM de tecido
adiposo.

o G2 (MPE e MPD dos animais 3 e 4): receberam implante autélogo de
PRP autélogo

o G3 (MPE e MPD dos animais 5 e 6): receberam CTM de tecido adiposo
associadas ao PRP autélogo.

o G4 (MPE e MPD dos animais 7 e 8): foi o grupo controle do experimento,
tratados apenas com solucéo fisiolégica.

A artroscopia para a inducao das lesdes cartilaginosas foi definida como
tempo zero do experimento (T-0). Os parametros clinicos e laboratoriais de
todos os grupos foram realizados em T-0, no 152 dia (T-15), no 302 (T-30), no
45° (T-45), no 60° dia (T-60), 75° (T-75), no 90° (T-90), 120° dia (T-120) e no
150° dia (T-150) apdés a realizacdo do defeito na cartilagem. A analise
macroscopica da articulacdo via artroscopia e, no mesmo procedimento, a
coleta de cartilagem para analise histopatolégica e histoquimica foi realizada no
inicio e ao final do experimento (T-0 e T-150). O tratamento foi realizado para

todos os animais em T-30, através de cirurgia artroscopica. Todos o0s
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parametros clinicos e laboratoriais eram analisados e coletados imediatamente

antes dos procedimentos cirdrgicos em T-0, T-30 e T-150 (Quadro 1).

Quadro 01: Esquema organizacional do delineamento experimental

Tratamentos
G1 Tempo O 30 150
. Implante  Avaliacao clinicae ______
Lesao, ] Biopsia
de CTM  Laboratorial
G2 Tempo O 30 150
. Implante  Avaliacao clinicae ______
Leséao . Biopsia
de PRP  Laboratorial
G3 Tempo O 30 150
Implante Avaliacao clinica e
Lesao de CTM ¢ao Biopsia
Laboratorial
+PRP
G4
(Controle) Tempo O 30 150
- Avaliacao clinica € ypwer
Lesao Controle Laboratorial Bidpsia

*CTM = Células Tronco Mesenquimais
*PRP = Plasma rico em plaquetas;
*G = Grupo

5.4. EXAMES RADIOGRAFICOS

Os animais foram submetidos a exames radiograficos das articulacdes
femorotibiopatelares dos membros pélvicos, nas projegcdes caudo-cranial e
latero-medial para a verificacdo de possiveis alteracées ésseas ou articulares

prévias ao experimento e inclusdo dos animais nos grupos de pesquisa. Para
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a realizagdo dos exames, os animais foram sedados com cloridrato de xilazina*

a 10% (na dose de 0,5 mg/kg, IV) e a técnica radiogréafica utilizada nas
projecdes caudo-craniais foi de 76 kVp e 11 mAs, e nas projecdes latero-
mediais foi de 65 kVp e 7 mAs.

5.5. REALIZACAO DA LESAO NA CARTILAGEM ARTICULAR

O primeiro procedimento artroscépico foi considerado como tempo zero
(T-0) do experimento. Para a intervencao cirurgica, 0s animais permaneceram
em jejum alimentar de 8 horas e hidrico de 4 horas. O protocolo anestésico
adotado foi composto de: acepromazina® (0,05 mg/kg, IM) e xilazina (0,5
mg/kg, IV) como medicacdo pré-anestésica, diazepan® (0,15 mg/kg, IV) e
cetamina’ (2,2 mg/kg, 1V) para a indugdo e manutencdo em plano cirlirgico com
anestesia inalatéria com isofluorano® vaporizado em 100% de oxigénio. Uma
area de aproximadamente 20cm? na regido de acesso da articulagdo
femoropatelar foi submetida a tricotomia e posteriormente a antissepsia com
digluconato de clorexidine degermante® e digluconato de clorexidine em
solugdo alcodlica a 0,5%°.

Os equipamentos e instrumentos artroscopicos foram os seguintes:
artroscopio 4 mm de diametro, 18 cm de comprimento, lente em 30°, marca
Karl Stérz; camisa artroscépica com torneira rotativa marca Karl Stérz; cabo de
luz de fibra de vidro, 180 cm de comprimento, videocamera Endocan, NTSC,
marca Karl Stérz; conjunto para laminas motorizadas (“Shaver’) e descartaveis
marca Razek; monitor a cores, Triniton PVM-14N1MDE Sony; gravador de
DVD para captura das imagens Dual Layer RDR-DX 330 marca Sony; fonte de
luz marca Karl Stdérz; bomba de irrigacdo Arthropump, marca Karl Stérz e

insuflador de diéxido de carbono 45 L marca Astustec (Figura 02).

4 Xilamax, Xylazine HCI Vetoquinol N-A. Inc. George Lavaltrie, Canada.

5 Acepran 1%, Acepromazina UNIVET S.A Industria Veterinaria SP, Brasil.

6 Compaz Injetavel, Diazepam Cristalia Prod. Quimicos e Farmacéuticos Ltda, SP, Brasil.

" Dopalen Injetavel, Cloridrato de Ketamina VETBRANDS, Sespo Industria e Comércio Ltda, SP, Brasil
8 Isoforine, Isofluorano Cristalia Prod. Quimicos e Farmacéuticos Ltda, SP, Brasil

9 Riohex 2%, digluconato de clorexidine degermante Rioquimica SP, Brasil

10 Riohex 0,5%, digluconato de clorexidine alcodlico Rioquimica SP, Brasil
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A lesao cartilaginosa da troclea medial do fémur foi realizada com o
animal em decubito dorsal e com articulagao femorotibiopatelar em semiflexao.
As capsulas das articulagdes foram previamente distendidas com 120 mL de
solucdo salina 0,9%'', com o auxilio de uma seringa descartavel de 60 mL'? e
agulha hipodérmica'® 40 x12, para facilitar o acesso dos instrumentos
artroscépicos. Foram estabelecidos dois portais, de acordo com a técnica
descrita por Mcilwraith (2005°). Com auxilio do bisturi e 1amina nimero 11, uma
incisédo de pele e fascia puntiforme de dois centimetros foi realizada na face
dorsolateral da articulacdo, entre o ligamento patelar lateral e o ligamento
patelar intermédio, proximal a crista da tibia para o portal artroscopico primario.
O conjunto obturador e camisa foi inserido através desta inciséo, e posicionado
préximo a tréclea medial do fémur (Figura 03). Neste momento, o obturador foi
retirado e substituido pela éptica, iniciando-se a irrigacdo e insuflacdo da
capsula articular com solucdo salina para a realizacdo da inspecado da
articulagcao e da superficie condral da troclea medial do fémur (Figura 04).

Uma segunda incisdo puntiforme de pele e fascia foi realizada na face
dorsomedial da articulacdo, entre os ligamentos patelares médio e medial,
constituindo o portal instrumental, utilizado para realizacdo da leséao
cartilaginosa. A lesao condral foi realizada na troclea medial do fémur, 0 mais
proximal possivel e evitando o sulco intertroclear. Para criar a lesao foi utilizada
lamina abrasiva motorizada (shaver), com desgaste suficiente para obter a
dimensdao da lesdo condral desejada. As lesdes foram induzidas apenas
retirando a cartilagem hialina, ndo havendo abrasdo, perfuracdo ou
sangramento do osso subcondral, e apresentavam um centimetro de didmetro.
O diametro lesao foi mensurado com o auxilio de pinga tipo “Ferris-Smith’.

A pinga tipo “Ferris-Smith” foi igualmente utilizada para dar acabamento
a lesdo e para recolher os fragmentos de cartilagem, coletados sempre do
centro da leséo, retirados pelo portal instrumental e reservados para exame
histopatoldégico e histoquimico. Todo o procedimento artroscépio foi
documentado por meio de sistema de gravacdo em DVD. Ao final do

! Cloreto de Sodio 0,9% Halex Istar IndUstria Farmacéutica Ltda, Goias, Brasil
12 Seringa Descartavel BD - Brasil
13 Agulha descartavel BD - Brasil
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procedimento o fluido foi drenado pelo fluxo da camisa artroscépica e a pele foi
suturada com fio de nylon agulhado'® nimero 3-0 em pontos separados em
padrao “Wolff”. Apds a cirurgia, 0os animais receberam a associagdo de
penicilinas’®, com dose calculada pela benzatina, de 30.000 Ulkg
intramuscular, totalizando trés aplicacbes a cada 72h; 10.000Ul de soro
antitetanico'® subcutaneo; 2,2 mg/kg de feniloutazona'” intravenosa a cada
24h, totalizando duas aplicacbes e curativo local duas vezes ao dia com
digluconato de clorexidine 0,5% em solucao alcodlica até a retirada dos pontos,
realizada 15 dias ap0és a cirurgia.

Figura 01: Animal 2 do G1 ao final da fase de ambientacdo, com confirmacdo do
estado de higidez para incluséo no grupo experimental.

14 Nylon 3-0 Brasuture Ind. Com. Imp. e Exp. Ltda, SP, Brasil

15 Multibiético Reforgado Vitalfarma IndUstria Farmacéutica Vitalfarma Ltda, Minas Gerais, Brasil.

16 Soro Antitetanico Vencofarma, Lab. Vencofarma do Brasil Ltda, Parand, Brasil

17 Equipalazone Injetavel, Fenilbutazona MARCOLAB, Indistria Farmacéutica Vitalfarma Ltda, Minas Gerais, Brasil.
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Figura 02: Equipamento artroscépico. Monitor a cores (1), Insuflador de
CO, (2), Sistema de laminas motorizadas — Shaver (3), Camera (4),
Gravador de DVD (5), Fonte de Luz (6), Bomba de fluido — Arthropump
(7), estabilizadores de energia (8), cilindro de CO, (9), pedal do Shaver
(10) e pedal do Arthropump (11) do membro pélvico direito.

Figura 03: Camisa artroscopica (a) sendo inserida pela incisdo de pele e
fascia, na articulagao femoropatelar.

Figura 04: Procedimento artroscépio da articulacdo femoropatelar direita.
Céamera (A); Conjunto de o6ptica e camisa artroscépica (B); com cabo de
luz (C); conector da bomba de fluido (D).

5.6. PLASMA RICO EM PLAQUETAS

5.6.1. Coleta

O PRP foi processado conforme Vendramin et al. (2006). Foram
coletados 80 mL de sangue dos dois eqlinos de G2 e G3 através da
venopuncao jugular, acondicionados em frascos com citrato de sédio a 3,8%. O
sangue total foi centrifugado pela primeira vez a 300g por 10 minutos,
promovendo a separacao das células vermelhas. Do plasma sobrenadante foi
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descartado os 50% superiores (plasma pobre em plaguetas - PPP) e a zona de
névoa (“Buffy Coat”). Os 50% restantes foram submetidos a nova centrifugacao
a 660g por 10 minutos. Novamente, os 50% superiores foram descartados, 0s
50% restantes foram agitados resultando no PRP. O PRP deve possuir uma
contagem igual ou maior que 300.000 plaquetas/uL para a viabilidade de
utilizagdo, verificado por contagem microscépica em camara de Neubauer
espelhada'®. O PRP foi obtido momentos antes da utilizagdo (tratamentos em
T-30, T-45, T-60 e T-75).

5.6.2. Implante isolado do PRP

O G2 foi submetido a administracdo de PRP em T-30. Posteriormente, o
PRP foi sequencialmente administrado isoladamente a cada 15 dias, em um
total de trés aplicacbes (T-45, T-60 e T-75). Em T-30, o implante isolado de 4
mL de PRP foi realizado de forma intralesional, via artroscopica (0 acesso
artroscépico foi semelhante ao utilizado para realizagdo da lesdo condral
articular, citada anteriormente no item 5.5) sobre a lesdo previamente
provocada na troclea medial do fémur. No momento da aplicagdo do implante
ao leito receptor, foi adicionado ao PRP 5% de cloreto de célcio' a 10% e 5%
de trombina equina (purificada em laboratério) para formacédo do coagulo de
fibrina (gel). A proporcao estabelecida de cloreto de célcio a 10% para o PRP
foi de 100 uL para 2 mL de PRP. A proporcao estabelecida de trombina equina
(2,3 mg/mL) para a formagao do coagulo de fibrina foi de 100 yL para 2 mL de
PRP. Em T-30, os tratamentos foram realizados com o PRP em forma de gel.
As outras aplicacdes de PRP (T-45, T-60 e T-75) foram realizadas através de
injecdes intra-articulares, na articulagdo femoropatelar, com prévia realizacdo
de tricotomia e antissepsia local, entre os ligamentos patelares médio e medial.
A injecao intra-articular foi realizada com uma seringa descartavel de 20 mL e
agulha hipodérmica 40x8, portando 5 mL de plasma rico em plaquetas para
cada articulacédo, em forma liquida, sem a adicéo de trombina.

'® Camara de Neubauer
19 Calcium Chloride Solution, Sigma — Aldrich, Sigma Life Science, Brasil.
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5.7. CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DO TECIDO
ADIPOSO

O processamento e cultivo das CTM foi realizado no Hemocentro da
Faculdade de Medicina da UNESP, Campus de Botucatu. As CTM utilizadas no

experimento foram extraidas e cultivadas a partir de tecido adiposo.
5.7.1. Coleta de tecido adiposo

No local, situado aproximadamente cinco centimetros lateralmente da
linha média da base cauda, foi realizada a tricotomia e antissepsia para a
intervengéo cirurgica (Figura 05). Realizou-se a anestesia local infiltrativa com
lidocaina sem vasoconstritor®® a 2% e sedacdo dos animais com xilazina a
10%, 0,5 mg/kg. Uma incisdo de aproximadamente 5 cm foi realizada, paralela
a base da cauda, com lamina bisturi nimero 24. O subcutaneo foi divulsionado
permitindo a visualizacdo do tecido adiposo sobre o tecido muscular. Foi
realizada a coleta de tecido adiposo superior a um grama (Figura 06), pesado
em balanga de precisado, reservado e submerso em um frasco estéril contendo
50 mL de meio HEPES?', encaminhado imediatamente para processamento
em laboratério. A sutura de pele foi realizada com pontos padrdo “simples
separado”, em fio nylon agulhado, numero 3-0.

5.7.2. Extracao da fracao vascular estromal

A extracdo da fragdo vascular estromal foi realizada segundo técnica
descrita para equinos por Vidal et al., (2007). As amostras de tecido adiposo
foram submetidas a lavagens sucessivas em meio HEPES. Posteriormente,
realizou-se a separacao mecanica com uma lamina de bisturi nimero 24
(Figura 06) e acao da colagenase tipo I. A solugéo foi homogenizada e levada a
estufa a 37° C e 5% de CO: “overnight”. O material foi filtrado em filtro de

20 Xylestesin 2%, Cloridrato de lidocaina Cristélia Prod. Quimicos e Farmacéuticos Ltda, SP - Brasil
21 HEPES Sodium Salt, Sigma — Aldrich, Sigma Life Science, Brasil.
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70pm? e adicionado a um mesmo volume de meio DMEM-Knockout® com 10%
de soro fetal bovino. O resultante foi centrifugado a 1.500 rom por cinco
minutos, desprezando o sobrenadante e adicionado o meio HEPES. A
centrifugagéo foi repetida, desprezado novamente o sobrenadante e adicionado
meio DMEM-Knockout com 10% de soro fetal bovino.

5.7.3. Cultivo, expansao e caracterizacado das células-tronco
mesenquimais

Foram extraidos 100uL do resultante e colocados em frascos de
hemdlise para a contagem celular em microscopio comum e Camara de
Neubauer. Foi avaliada a viabilidade celular por exclusao do azul de trypan. A
contagem celular das células vidveis foi realizada através do célculo

matematico:

Numero de células/ mL = n° células vidveis x 2 (Azul de Trypan) x Diluigao (10%

4 (n° de quadrantes)

As células foram contadas em quatro quadrantes na Céamara de
Neubauer. Um volume igual de Azul de Trypan foi adicionado a amostra a ser
contada (100 pL da amostra : 100 pL de Azul de Trypan). As células viaveis
permaneciam incolores, e as células coradas em azul foram quantificadas
como inviaveis, devido ao rompimento sua membrana celular e penetracdo do
corante em seu interior.

O restante da amostra foi transferido para placas de cultura de 25cm?,
permanecendo a 37° C em estufa a 5% de CO,, em ambiente estéril, sendo
manipulada apenas em capela de fluxo laminar, segundo Zuk et al (2001). O
meio (DMEM- Knockout 10% de soro fetal bovino) foi substituido a cada 48
horas e, havendo confluéncia de 80% da placa realizou-se a tripsinizacao
(passagens). A cada passagem foram realizadas contagens e avaliagées da
viabilidade celular como descrito anteriormente. O conteudo entdo foi
transferido novamente para placas de cultura de 25cm?, permanecendo a 37° C
e em estufa a 5% de CO.. O cultivo foi mantido até a terceira passagem ou até

22Dulbecco's Modified Eagle's Medium Knockout, Sigma — Aldrich, Sigma Life Science, Brasil.
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completar o dia do tratamento dos respectivos grupos (G1 e G3). Na ultima
tripsinizacdo, no momento da utilizagdo das células tronco nos tratamentos
propostos, foi realizada novamente a contagem, estabelecendo a
caracterizacdo das CTM. A dose minima utilizada no tratamento foi de 10’
células por lesao tratada.

A caracterizacao das células-tronco foi realizada pela reagao antigeno-
anticorpo conforme protocolo sugerido pelo fabricante dos anticorpos, com
antigenos de superficie de equinos por citometria de fluxo e marcadores de
superficie (Quadro 02). As amostras foram analisadas em citémetro de fluxo
FACS Calibur BD®, no Laboratério de Citometria de Fluxo do Hemocentro da
Faculdade de Medicina da UNESP, Campus de Botucatu.

Para a realizacdo das marcagées foi utilizada uma amostra de 30 x 10*
células para cada teste (marcadores mouse anti-rat CD90 isotiocianato de
fluoresceina, mouse anti-horse CD13, mouse anti-horse CD44 e CD45). Os
marcadores CD13 e CD44 sao especificos da espécie equina, ja o0s
marcadores CD90 e CD45 sao especificos para uma espécie distinta ao
cavalo, por isso foi observado se haveria reacao interespécie. Os marcadores
especificos, necessitam de um marcador secundario para a sua analise, para
isso foi utilizado o marcador “goat anti-mouse IgG-FITC”. Para o controle
negativo dos marcadores utilizados nas amostras foram realizados testes para
a calibragdo do aparelho de citometria de fluxo: leitura da fluorescéncia das
células e leitura da fluorescéncia das células adicionadas ao anticorpo
secundario (“goat anti-mouse IgG-FITC”), conforme técnica descrita por
Carvalho, (2009).

Quadro 02: Resposta esperada para os marcadores CD utilizados na caracterizagao
das CTM.

CD 13 Positivo
CD 90 Positivo
CD 44 Positivo
CD 45 Negativo

*CD = “Cluster Designation” ou denominac¢ao de grupamento;
*O conjunto de marcagbes “positivas” sugere que as células utilizadas no presente
estudo séo células tronco.
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5.7.4. Implante isolado das células-tronco mesenquimais

O implante das CTM para o G1 foi realizado em T-30. Foi necessaria a
obtencdo de 3 mL plasma pobre em plaguetas (PPP) para a suspensao do
“pellet” de células tronco cultivadas. O implante foi realizado de forma
intralesional, por artroscopia (0 acesso artroscépico foi semelhante ao utilizado
para realizacdo da lesao condral articular, citada anteriormente no item 5.5)
sobre a lesdo previamente provocada na tréclea medial do fémur. Foi
adicionada trombina para formacgéo do coagulo de fibrina (gel de fibrina) para a
fixacdo do implante no local da lesdo. A proporcédo estabelecida de trombina
(2,3 mg/mL) para a formagao do coagulo de fibrina foi de 100 uL para 2 mL de
plasma.

5.7.5. Implante de células-tronco mesenquimais associadas ao PRP

O implante de CTM associadas ao PRP para o G3 foi realizado em T-30,
depois, apenas o PRP foi administrado isoladamente a cada 15 dias, em um
total de trés aplicagdes (T-45, T-60 e T-75). Em T-30, o implante foi realizado
de forma intralesional, por artroscopia. O ‘pellet” de células tronco foi
ressuspenso em 4 mL de PRP previamente processado. No momento da
aplicagéo do implante ao leito receptor, foi adicionado ao PRP 5% de cloreto de
célcio a 10% e 5% de trombina equina para formacdo do coagulo de fibrina
(gel). Em T-30, os tratamentos foram realizados com o PRP em forma de gel.
As outras aplicagdes de PRP (T-45, T-60 e T-75) foram realizadas através de
injecdes intra-articulares, na articulagcdo femoropatelar. A injecao intra-articular
foi realizada com 5 mL do plasma rico em plaquetas, para cada articulacdo, em
forma liquida, sem a adicdo de trombina. O G4 foi submetido ao mesmo
procedimento artroscopico em T-30 e injecdes intra-articulares em T-45, T-60 e
T-75, igualmente ao restante dos grupos. Porém, o G4 recebeu os mesmo
volumes apenas de solugcdo salina a 0,9%. Todos os tratamentos foram
realizados com distensao articular por CO, em torno de 30 mmHg de pressao.
ApoOs 0 acesso articular com solugéao salina, todo o fluido era drenado e a
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articulacao era distendida com CO. permitindo assim, o implante dos

tratamentos.

Figura 05: Vista caudal do equino contido em tronco para coleta de tecido adiposo
(seta).

Base da

Figura 06: Incisdo a cinco centimetros lateralmente da linha média da base cauda e
coleta de tecido adiposo (seta) (A). Separagdo mecanica do tecido adiposo (B).

5.8. AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS E LABORATORIAIS
5.8.1. Exame Clinico

Todos os grupos foram avaliados clinicamente, imediatamente antes da
realizacado do defeito de cartilagem por artroscopia (T-0) e em T-15, T-30, T-45,
T-60, T-75, T-90, T-120 e T-150, quanto a claudicagcédo, graduada em escores
de 0 a 5 segundo Stashak (2006): 0 = auséncia de claudicagdo, 1 =

claudicacao pouco visivel ao passo e imperceptivel ao trote, 2 = claudicacao
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visivel ao passo e pouco visivel ao trote, 3 = claudicacédo nitida ao passo e
visivel ao trote, 4 = claudicacdo nitida em qualquer circunstancia, 5 =
impoténcia funcional do membro. Foram realizados testes de flexao forgada na
articulacao femorotibiopatelar para todos os grupos (Figura 07). Havendo
exacerbacao da claudicacao apéds a flexao, era realizada uma nova graduacao
do escore. As articulagdes foram diariamente inspecionadas quanto a presenca

de sinais inflamatérios, efusdo ou sinais de infeccao.
5.8.2. Exame fisico, quimico e citoldgico do liquido sinovial

A andlise do liquido sinovial foi realizada pelo Laboratério de Patologia
Clinica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus de
Botucatu. A andlise do liquido sinovial foi dividida em trés categorias: exame
fisico, exame quimico e exame citolégico. No exame fisico, a cor, 0 aspecto e a
coagulacao do liquido sinovial foram avaliados no momento da coleta. A
densidade foi obtida em laboratorio por refratbmetria. Foram avaliadas no
exame quimico, por método semi-quantitativo, utilizando-se fitas reagentes de
teste rapido?®, a quantidade de proteina e a glicose. Esses parametros foram
classificados em escores de 0 a 3, de acordo com a coloracao da fita.

Ainda no exame quimico, o fibrinogénio foi dosado pelo método de JAIN
(1993), e também classificado em escores de 0 a 3, onde 0 representa a
auséncia de fibrinogénio; 1 representa fibrinogénio menor que 100 mg/dL; 2
representa fibrinogénio entre 100 e 200 mg/dL e 3 fibrinogénio maior que 200
mg/dL . A qualidade da mucina foi analisada através do teste do coagulo em
acido acético glacial 7N e agua destilada (PARRY, 1997). Esse parametro foi
classificado em qualidades: dtima; boa; baixa ou muito baixa. A viscosidade
relativa foi avaliada mediante a unido e separacao do liquido sinovial entre os
dedos, sendo igualmente classificada como descrito para a qualidade da
mucina.

No exame citolégico foi efetuada a contagem global e diferencial de
células nucleadas e a contagem aproximada do numero de hemacias,

utilizando a Cémara de Neubauer. Os leucécitos foram quantificados em

23 Combur 10 Test M, Cobas, Roche, Brasil.
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porcentagem. A coleta do liquido sinovial para as analises foi realizada em T-
0, T-15, T-30, T-45, T-60, T-75, T-90, T-120 e T-150. O liquido sinovial foi
coletado da articulacdo femoropatelar, entre os ligamentos patelares médio e
medial, realizado com uma seringa descartavel de 20 mL e agulha hipodérmica
40x12, com prévia tricotomia e antissepsia da regido escolhida (Figura 08). O
material, cerca de 10 mL, foi depositado em frascos com EDTA e sem EDTA
para as analises descritas anteriormente. Foram utilizadas as mesmas
amostras de liquido sinovial, coletadas nos diferentes momentos, para todas as

analises envolvendo o material.
5.8.3. Analise de prostaglandina (PGE_) no liquido sinovial

A determinacdo da concentracdao da prostaglandina E> (PGE>) sinovial
foi realizada para todos os grupos em T-0, T-15, T-30, T-45, T-60, T-75, T-90,
T-120 e T-150, através de teste imunoenzimatico utilizando um “kit” ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) comercial®®, de acordo com as
instruc6es observadas na bula do produto. Parte do liquido sinovial coletado
nos diferentes momentos foi congelada em tubos eppendorfs® a -80° C para a
quantificacdo da prostaglandina. Foi utilizado o liquido sinovial diluido, 150 L
de liquido sinovial para 300 puL do “Calibrator Diluent RD5-56" fornecido pelo
fabricante. A absorbancia foi lida em comprimentos de 450 nm em leitor de
microplaca ELISA, e sendo correlacionada a um padrdo com variacao de 18 a
2500 pg/mL. As amostras que se apresentaram fora dessa faixa de resultados
foram re-analizadas apds nova diluicdo. A curva de regressao da andlise e a
conversdo das densidades épticas obtidas na leitura foram realizadas com o

auxilio de um software®.

24 Kijt Parameter™ PGE2, PGE2 Assay. R&D Systems, Inc. Minneapolis, EUA. Distribuido por LGC Biotecnologia,
Sé&o Paulo, Brasil.
25 |nstat Graph Pad Instat.
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5.9. ANALISE MACROSCOPICA DA CARTILAGEM ARTICULAR

No procedimento artroscopico de T-150 do experimento foram
abordados todos os grupos para a avaliagdo macroscépica da cartilagem
articular na regido onde foi realizada a lesdo condral e coleta de material para
exame histopatolégico e histoquimico. Foram avaliadas as superficies
articulares da troclea medial do fémur, quanto ao aspecto geral da superficie
cartilaginosa, aspecto do tecido cicatricial, adeséo do tecido cicatricial, erosées
e fibrilacbes, além da palpacdo local indireta com um obturador rombo,

verificando a consisténcia do tecido neoformado.

5.10. ANALISE HISTOPATOLOGICA E HISTOQUIMICA

As andlises histopatologicas foram realizadas para todos os grupos em
T-0 e T-150. O processamento das amostras foi realizado no Laboratério de
Histopatologia, Departamento de Morfologia do Instituto Biolégico da UNESP —
Botucatu. Para a realizagdo das andlises histopatol6gica e histoquimica, cortes
de cinco micrdmetros de espessura foram obtidos dos blocos de parafina, e
distendidos em laminas histol6gicas. Esses cortes foram processados pelas
técnicas habituais de desparafinizacdo e corados pelos métodos de
Hematoxilina-Eosina (H&E), Picrosirius Red e Azul de Toluidina. A analise das
laminas foi realizada por microscopia Optica e em microscopio de polarizacao
para as laminas coradas com Picrosirius, sem o prévio conhecimento dos
grupos a que pertenciam cada lamina. Para a avaliacdo das alteragbes
histopatolégicas e histoquimicas da reparagdo da cartilagem lesada foram
considerados os seguintes aspectos: predominancia de condrécitos (ou perda
de celularidade), organizagdo celular e tecidual da cartilagem, qualidade da
matriz extracelular, presenca de fibras colagenas e fibrose (WILKE et al.,
2007).
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5.11. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas separadamente, comparando
0s grupos dentro de cada tempo e os tempos dentro de cada grupo. Para as
afericbes numéricas (densidade, contagem de células nucleadas, contagem
relativa de mononucleares, linfocitos e neutréfilos) foi realizada, de forma
separada, a andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas
no tempo (Two Way Repeated Measures ANOVA) e o Teste de Tukey para
comparagdo de médias, sendo que as médias foram inseridas nas tabelas e os
valores de p nas legendas das mesmas. Para as afericbes em escores
(proteina, fibrinogénio, claudicagéo e flexdo forgada) foi realizado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis comparando individualmente os tratamentos em
cada tempo e separadamente, comparando os tempos dentro de cada
tratamento. Quando houve diferengca estatistica significativa (p<0,05) foi
realizado o Teste de Tukey para comparacdo das medianas, sendo que, neste
caso, os valores de p estdo inseridos nas tabelas.

Figura 07: Exame de claudicacdo. Animal ao trote (A) e
posicao no teste de flexao forcada (B).

Figura 08: Coleta de liquido sinovial. Posigdo da agulha no
local da puncdo (C) e aspiracdo do liquido sinovial (D).
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6. RESULTADOS

6.1. EXAMES RADIOGRAFICOS

A normalidade das articulacbes e, principalmente das superficies
trocleares através das posicées caudo-cranial e latero-medial foi confirmada,
em todos 0s grupos experimentais. Todas as articulagdes foram incluidas nos
grupos de pesquisa sem alteracoes radiograficas iniciais.

6.2. LESOES NA CARTILAGEM ARTICULAR

No exame macroscépico artroscédpico inicial (T-0), das 16 articulacoes
avaliadas, pertencentes aos quatro grupos, nenhuma apresentou
anormalidades na superficie articular durante o exame macroscopico inicial,
confirmando a inclusdo experimental e permitindo a realizacdo dos defeitos
condrais sem intercorréncias. Em T-0, a lesdo foi mensurada de forma
satisfatoria, com o auxilio da pinga tipo “Ferris-Smith”. A pinca “Ferris-Smith”
apresentava, totalmente aberta, um centimetro de amplitude (Figura 09).

6.3. IMPLANTES

Em todas as articulacbes as lesbes condrais apresentaram aspecto
semelhante no trigésimo dia pds-inducao (Figura 10). Nao houve alteracao na
dimensao das lesées em nenhum grupo. Em 11 articulagbes (68,7%) foram
observadas a presenca de fibrilacbes e rachaduras na cartilagem articular que
se originavam dos bordos das lesdes. Nas cinco articulagcdes restantes (31,3%)
apenas foi observado irregularidade da superficie da cartilagem ao redor das
lesbes. Pode ser notado em 14 articulacdes (87,5%) algum grau de sinovite,
espessamento da capsula articular e hiperemia da membrana sinovial.

A pressdo média para a distensdo da articulacdo femoropatelar dos
animais, com CO,, foi de 26 mmHg. As lesées condrais, no momento do
tratamento, apresentaram uma pelicula flutuante e pouco aderida sobre a
regiao do defeito, aparentemente composta de fibrina. A pelicula foi levemente
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curetada em todos os grupos imediatamente antes da aplicagcdo dos
tratamentos propostos. A aplicacédo intralesional dos tratamentos foi realizada
com o auxilio de agulha modelo Komiyashiki 11G (Figura 11). Em T-30 houve,
em todos os animais, maior dor local e discreto acréscimo da claudicacao até
quatro dias apo6s a intervengdo cirdrgica quando comparado ao T-0. Oito
articulagdes (50%), de G1 e G3, apresentaram severo edema local, até sete
dias apés o tratamento.

6.4. PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Nenhum dos oito animais apresentou alteracbes nos valores
plaquetarios do sangue total. A média de plaguetas quantificadas no PRP foi de
362.350 plaquetas/ pL, o que representou uma taxa de enriquecimento
plaquetario médio de 106,5% ou um aumento de duas vezes a concentracao
de plaquetas do sangue total para o PRP. Nenhum animal apresentou o
namero de plaquetas abaixo de 300.000 plaquetas/ pyL. As quantificacdes
plaquetarias estdo descritas no Quadro 03.

A utilizagdo de 5% de cloreto de calcio a 10% e a utilizagdo de um
ativador de fibrina igualmente a 5% na amostra previamente separada para o
tratamento, foi suficiente para a formagdo do gel de fibrina (Figuras 11). O
tempo de espera médio para a formacdo do gel foi de 15 minutos. O PRP
aplicado isoladamente ou aplicado com as CTM (G2 e G3) recebeu uma
pequena quantidade (0,5 mL) de plasma pobre em plaquetas (PPP) ja que este

€ rico em fibrinogénio e auxiliou na formagao do gel.
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Quadro 03: Contagem plaquetaria no sangue total, concentracdo plaquetaria no
PRP, fator de multiplicacdo da concentracdo plaquetaria (Aumento) e a taxa de
enriquecimento plaquetério em porcentagem (Enriquecimento) de cada animal de
G2 e GS.

Grupo | Animal| CPST CP PRP | Aumento | Enriquecimento
G2 3 142.000 360.000 | 2,53 (x) 153,00%
G2 4 162.000 412.000 | 2,54 (x) 154,00%
G3 5 202.000 310.575 | 1,53 (x) 53,75%
G3 6 222.000 366.825 | 1,65 (x) 65,23%
Média - 182.000 362.350 2,00x 106,50%
DP - +36,51 +41,51 +0,54 +54,48
*G2 = Grupo 2;
*G3 = Grupo 3;

*Unidade da contagem plaquetéria = plaquetas/pL;

*CP ST = Contagem plaquetaria no sangue total;

*CP PRP = Concentragao plaquetaria no PRP;

*Os valores estédo seguidos de descricdo da média e desvio padrao (DP).

6.5. CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

Foram coletados em média 1,5 gramas de tecido adiposo para cada
animal de G1 e G3. Apés a cirurgia para coleta de tecido adiposo, dois animais
(50%) apresentaram deiscéncia dos pontos seis dias apés o procedimento,
com discretos sinais de infecgdo. A ferida desses animais foi tratada por
segunda intencao até a cicatrizacdo completa.

A média de células mononucleares iniciais, obtidas logo apds o
processamento do tecido adiposo, foi de 30,7 x 10* células/mL. Essas células
apresentaram em média uma viabilidade de 76,98%. Ja as células implantadas
apos o cultivo, ou seja, as CTM apresentaram média de 73,9% de viabilidade
celular imediatamente antes da aplicacao do tratamento. Foram aplicadas em
média 1,14 x 107 células tronco/mL por articulagdo nas lesdes dos grupos 1 e 3
(Quadro 04).

As CTM de todos os animais apresentaram média de marcacao para
CD13 e CD45 de 1,94% e 2,56% respectivamente sendo consideradas
negativas. Para CD90 e para CD44 a média de marcagado das células foi de
94,35% e de 61,40% respectivamente, apresentando-se como marcagdes
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positivas. Esses valores estdo descritos no Quadro 05. Nao se observou

reacdes indesejaveis ou marcacgdes inespecificas na citometria das células

tronc

o.

Quadro 04: Quantidade de tecido adiposo coletado por animal, numero de células
mononucleares inicialmente cultivadas, viabilidade celular inicial (%), nimero de células
aplicadas em cada lesao, viabilidade celular no momento da aplicagao (%) € o numero de
passagens realizadas para cada animal de G1 e G3.

Gru N° céls. Viabil. N° céls. Viabil.

o P | Animal| Peso |mononucleares| celular aplicadas | celular | Passagens

(céls/mL) inicial (céls/mL) final

G1 1 1,059 22 x 10* 68,75% | 1,64x10" | 75% 3,0

G1 2 0,88¢g 57 x 10* 68,67% | 1,05x10" | 81% 4,0

G3 5 1,10 g 29 x 10* 80,50% | 1,01 x10" | 42% 4,0

G3 6 3,00 ¢ 15 x 10* 90,00% | 0,86x 10" | 98% 3,0
*G1 = Grupo 1;
*G3 = Grupo 3;

*O peso esta em gramas (9);

*Unidade do numero de células = células/mL;
*Passagens = numero de vezes que a placa de cultura atingiu confluéncia maxima

Quadro 05: Resultados observados ap0s a caracterizagao das CTM em G1 e G3

Grupo Animal CD 13 CD 90 CD 44 CD 45
G1 1 3,16% 98,98% 43,47% 0,45%
G1 2 0 98,00% 93,00% 0
G3 5 1,86% 90,00% 84,66% 2,89%
G3 6 2,72% 90,40% 24,45% 6,90%
Média - 1,94% 94,35% 61,40% 2,56%
DP - +0,012 +0,048 +0,280 +0,030
*G1 = Grupo 1;
*G3 = Grupo 3;

*CD = “Cluster Designation” ou denominagao de grupamento.
*Valores acima de 30% sao consideradas marcagoes positivas.
*Os valores estao seguidos de descrigdo da média e desvio padrao (DP).
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Figura: 09: Imagem artroscépica da inducdo da lesédo em T-O.
Utilizagdo da broca na destruicdo da cartilagem articular (A). Medigéao
do diametro da lesdo em T-0. A pinca “Ferris-Smith” possui 1 cm de
amplitude de abertura méaxima (B)

Figura: 10: Imagem artroscopica da lesdo condral em T-30 antes da
aplicacao do tratamento (A). Observa-se a irregularidade da superficie
da cartilagem ao redor da lesao (seta) e sinovite (B).

Figura 11: Imagem artroscépica da lesdo condral em T-30. Aplicagdo do tratamento no
local da lesédo no G1 (A). Periodo de secagem do tratamento no G2 (B) e no G3 (C).
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6.6. AVALIA(;:AO DOS PARAMETROS CLINICOS E LABORATORIAIS
6.6.1. Exame clinico

Os escores de claudicacao seguem dispostos na Tabela 01. Os escores
de claudicacdo apdés os testes de flexdo forcada da articulacao
femorotibiopatelar seguem organizados na Tabela 02. Nos exames de
claudicacao, foi observado nos animais 1 e 2, do G1; no animal 4 do G2 e no
animal 8, do G4 (50%) abducao dos membros pélvicos no decorrer dos exames
de claudicacao, principalmente da regido da articulagdo femorotibiopatelar.
Todos os grupos apresentaram aumento da claudicacao ap6s a flexao forcada.
Ap6s a flexdo, o G2 apresentou menores escores de claudicacdo quando
comparado aos outros grupos (P<0,05) (Tabela 01 e 02).

Na inspecao das articulagcdes foram observados, ap6s a intervencéo
cirurgica em T-0 e T-150, sinais inflamatdrios leves, como discreto aumento de
volume local e leve efusdo sinovial para todos os grupos. Nesses momentos
também foi notado leve dor a palpacdo e discreto aumento de temperatura
local. Em T-30 pdde-se observar, em todos os grupos, sinais inflamatérios
moderados, maior efusdo sinovial, dor severa a palpacado e significativo
aumento de temperatura local quando comparadas as cirurgias realizadas em
T-0 e T-150. Tais sinais inflamatoérios apresentavam evolugcdo remissiva até o
quarto ou quinto dia ap6s a cirurgia em T-30. Em nenhum dos animais foram

observados sinais de infecgéo local.
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Tabela 01: Mediana dos escores de claudicacao e valores de p dos grupos 1, 2, 3 e 4, durante

os tempos do experimento.

TEMPO
GRUPO Jo]
0 15 30 45 60 75 90 120 150
G1 0,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,5 1,5 1,5
+0 +1,1 +0 +0 +0 +0 +0,5 +0,5 +0,5 0,008
Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aab Aa Aa
G2 0,0 0,5 0,5 2,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
+0 +0,5 +05 +0 +0 +0 +0 +0 +0 <0,001
Aa Aa Aa Aa Aa Ab Ab Ab Ab
G3 0,0 0,5 0,5 2,0 1,0 1,0 1,0 0,0 0,0
+0 +0,5 +0,5 +0 +0 +0 10,5 +0,5 +0,5 0,003
Ba ABa ABa Aa ABa ABab ABab ABab ABab
Ga 0,0 1,0 1,0 1,5 2,0 2,0 2,0 1,0 0,5
+0 +0 +0,5 +0,9 +0 +0 +0 +0 +0,5 <0,001
Ba ABa ABa ABa Aa Aa Aa ABab ABab
p 1,000 0,565 0,019 0,094 0,002 0,002 0,006 0,007 0,023

*Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
*Medianas seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).
*Resumo descritivo das medianas seguidas pelo desvio padrao ().

Tabela 02: Mediana dos escores de claudicacao e valores de p dos grupos 1, 2, 3 e 4, durante
os tempos do experimento, apds a flexao forcada da articulacao femoropatelar.

GRUPO TEMPO p
0 15 30 45 60 75 90 120 150
0,0 25 2,5 2,5 25 25 2,0 2,0 2,0
G1 0 +0,5 10,5 10,5 +0,5 +0,5 10 0 0 0,012
Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa
0,0 1,0 1,0 2,5 1,0 0,5 0,5 0,0 0,0
G2 0 +1,1 +1,1 10,5 +0,5 +0,5 10,5 +0,5 +0,5 0,045
Ba ABa ABa Aa ABb ABb ABa ABb ABb
0,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 0,5 0,5 0,5
G3 0 10 10 10 +0,5 +0,8 10,9 +0,9 +0,9 0,006
Aa Aa Aa Aa Aab Aab Aa Aab Aab
0,0 1,0 1,5 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 1,0
G4 10 +0,5 10,5 10,8 0 0 10 0 0 <0,001
Ba ABa ABa ABa Aab Aab Aa ABab ABab
p 1,000 0,046 0,071 0,392 0,010 0,010 0,012 0,021 0,021

*Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
*Medianas seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha néo
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Resumo descritivo das medianas seguidas pelo desvio padrao (z).
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6.6.2. Exame fisico, quimico e citoldgico do liquido sinovial

No exame fisico do liquido sinovial, nas 16 articulagbes avaliadas, os
parametros avaliados como coloracdo e aspecto apresentaram-se dentro dos
padrées normais para a espécie em todos os momentos analisados. O liquido
sinovial coletado apresentou variagdes entre as coloracdes amarela, alaranjada
e avermelhada. Nas coletas de liquido sinovial dos quatro grupos houve
resultado improdutivo (sem obtencdo de amostras) em 14 articulagées (9,72%)
e impossibilidade do exame do liquido devido a baixo volume em 17 amostras
(11,8%) no decorrer de todo o periodo experimental.

O aspecto do liquido sinovial variou entre discretamente turvo e limpido.
Observou-se a coagulacao nas amostras de liquido sinovial em G1 e G3 em T-
45, T-75 e T-90. As amostras de liquido sinovial que sofreram coagulacéo total
nao foram submetidas ao exame citolégico, sendo uma nova amostra coletada
permitindo o exame completo do liquido sinovial. Ambos os membros pélvicos
dos animais 2 (50% de G1), 3 e 4 (100% de G2), 6 (50% de G3) e 0 membro
pélvico direito do animal 5 (25 % de G3), ou seja 56,25% considerando o total
dos grupos (n=16), apresentaram a formacdo de pequenos grumos
esbranquicados, que néao interferiram no processamento laboratorial. Nenhuma
puncao sinovial do grupo controle (G4) apresentou coagulacdao ou grumos
suspensos no liquido sinovial. Os resultados das densidades encontradas nas
analises do liquido sinovial encontram-se dispostos na Tabela 03.

No exame quimico nao foi observada diferenca significativa para a
concentracao de glicose entre todos os momentos analisados € na comparacao
dos grupos. A concentragcdo de glicose apresentou-se em todos 0s momentos e
para todos os grupos, dentro dos valores esperado para a espécie. A qualidade
da mucina e a viscosidade relativa mantiveram-se como “6timas” ou “boas”.
Uma discreta perda da viscosidade relativa e da qualidade da mucina,
classificadas entdo como “boa”, foi principalmente observada nos momentos
entre T-15 e T-45.

Para a proteina, quando foram comparados os tratamentos em cada
tempo, ndo se observou diferenca estatistica significativa (P>0,05), quando
foram comparados os tempos em cada tratamento foi observada diferenca

estatistica significativa entre esses tempos em todos os tratamentos, porém
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nao se detectou essa diferenca pelo Teste de Tukey (P>0,05), A concentracéo
de proteina no liquido sinovial foi visivelmente maior nos momentos T-15 e T-
45 para todos os grupos (Tabela 04). Para o item fibrinogénio, quando
comparado os tratamentos em cada tempo e os tempos em cada tratamento,
ndo se observou diferenca estatistica significativa (P>0,05), porém, as
concentracdes foram igualmente elevadas em T-15 e T-45 (Tabela 05).

No exame citolégico foram observadas as variacoes apresentadas nas
Tabelas 06, 07, 08 e 09. As maiores médias da contagem global de células
nucleadas foram observadas em todos os grupos nos momentos T-15 e T-45.
O G1 apresentou menor contagem total de células nucleadas quando
comparado aos outros grupos, porém nao houve diferenga estatistica entre os
grupos, apenas entre os tempos analisados, sendo as maiores contagens
observadas em T-15 e T-45 (Tabela 10). Nas Tabelas 8, 9, 10 e 11 0s espacgos
sem preenchimento numérico correspondem a nao realizagdo da contagem
celular por baixo volume de liquido sinovial, formacdo de coagulo ou
inviabilidade celular.

Os valores relativos encontrados na contagem diferencial de células do
liquido sinovial estao dispostos nas Figuras 12, 13, 14 e 15 e nas Tabelas 11,
12 e 13. No G1, 100% das articulagcdes em T-45 e T-60, 50% das articulagdes
em T-75 e 25% das articulacées em T-90 e T-150 apresentaram hemossiderina
e outros tipos celulares, como eosinéfilos e macrofagos. G2 apresentou
eosindfilos, macréfagos e hemossiderina em 50% das articulagcbes em T-15 e
T-75, em 100% das articulacbes em T-45 e em 25% das articulacbes em T-
120. Em G3 houve presenca de outros tipos celulares e hemossiderina em 50%
das articulacées em T-15, T-60, T-75 e T90, em 100% das articulagbes em T-
45 e 25% das articulagdes em T-150. G4 apresentou hemossiderina nas
articulagdes principalmente nos momentos apos as intervengdes cirlrgicas.

Na quantificacdo de células mononucleares houve diferenca estatistica
entre os tratamentos realizados (P=0,008), e entre os tempos analisados
(P<0,001), Antes do tratamento, em T-30, houve maior contagem de
mononucleares quando comparado aos momentos ap6s T-45 (Tabela 11). G1
apresentou diferenga estatistica da contagem de células mononucleares
quando comparado ao G4, esse Ultimo apresentou uma contagem de
mononucleares sempre abaixo do padrdao esperado (> 90%). Na comparacao
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entre os grupos, o G4 apresentou uma contagem mais alta de neutréfilos em

todos os momentos analisados, quando comparado ao restante dos grupos. Os

neutréfilos também foram estatisticamente menores em G2 (P<0,001) (Tabela

13).
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Tabela 03: Média da densidade do liquido sinovial no grupos 1, 2, 3 e 4 durante os tempos
do experimento.

TEMPO
GRUPO Média
0 15 30 45 60 75 90 120 150
1016,8
G1 1016,0 1019,0 1016,0 1018,0 1014,0 1018,0 1017,0 1017,0 1016,0 a
1017,2
G2 1015,0 1017,0 1016,0 1017,0 1019,0 1018,0 10165 10175 1019,0 ab
1018,4
G3 1017,0 1019,0 10170 1021,0 10150 1020,0 10195 10195 10175 b
1015,9
G4 1012,5 1016,0 10155 10145 10150 10150 1018,0 10175 1019,0 a
Média 1015,1 1017,8 1016,1 10176 10158 10178 1017,8 1017,9 1017,9

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way
repeated measures ANOVA).
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Resumo descritivo das médias.
*p tratamento = 0,001; p tempo = 0,08; p interacéo tratamento x tempo = 0,168.

Tabela 04: Mediana dos escores de proteina do liquido sinovial e valores de p nos grupos 1,
2, 3 e 4, durante os tempos do experimento.

GRUPO TEMPO p
0 15 30 45 60 75 90 120 150

G1 15 30 20 30 30 30 30 30 30 <0001

G2 20 30 20 30 30 25 30 30 30 0,002

G3 15 30 20 30 25 25 25 30 30 0,006

G4 10 30 10 20 20 30 30 30 30 <0001
p 0,210 1,000 0,008 0,093 0,335 0,172 0,238 0,392 0,542

*Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
*Medianas seguidas pela mesma letra minUscula na coluna e maiuscula na linha néo
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).
*Resumo descritivo das medianas.
*Nao houve diferenca estatistica.
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Tabela 05: Mediana dos escores de fibrinogénio do liquido sinovial e valores de p nos
grupos 1, 2, 3 e 4, durante os tempos do experimento

TEMPO
GRUPO p
0 15 30 45 60 75 90 120 150
G1 00 05 00 05 00 00 00 05 00 0,083
G2 00 05 00 05 00 05 05 00 05 0430
G3 00 00 00 05 00 15 05 05 10 0,263
G4 00 10 00 00 00 00 1,0 00 15 0,052
p 1,000 0,432 1,000 0,820 1,000 0412 0,210 0,893 0,252

*Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

*Medianas seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Resumo descritivo das medianas

*Nao houve diferenca estatistica

Tabela 06: Contagem total de células nucleadas no liquido sinovial do grupo 1, animais 1 e
2, em todos o0s tempos do experimento.

Céls Nucleadas

Céls. Nucleadas

GRUPO 1 Animal 1 Animal 2 MEDIA DP
MPE MPD MPE MPD

TO 50 50 70 70 60,00 +11,54
T15 500 578 506 689 568,25 +87,95
T30 278 281 133 187 219,75 172,44
T45 520 700 467 513 550,00 [ +102,70
T60 475 250 165 - 296,67 | +160,20
T75 - 330 177 140 215,67 | +108,19
T90 220 360 135 145 215,00 | +103,80
T120 210 150 210 190 190,00 +28,28
T150 500 - 100 123 241,00 | +224,60

*Valores em células/uL, realizados nas articulagdes de G1, seguidos da média e
desvio padrao (DP), nos momentos de T-0 a T-150.
*MPE = Membro Pélvico Esquerdo. MPD = Membro Pélvico Direito.
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Tabela 07: Contagem total de células nucleadas no liquido sinovial do grupo 2, animais 3 e
4, em todos 0s tempos do experimento.
Céls Nucleadas

Céls. Nucleadas

GRUPO 2 Animal 3 Animal 4 MEDIA DP
MPE MPD MPE MPD

T0 220 220 150 150 185,00 +40,41
T15 800 835 700 740 768,75 160,32
T30 100 170 230 316 204,00 191,63
T45 220 940 635 705 625,00 | +299,80
T60 770 300 650 330 512,50 | +233,50
T75 - 45 - 410 227,50 | +258,10
T90 90 245 625 1033 498,25 | +421,40

T120 210 290 500 440 360,00 | +133,40

T150 320 320 480 340 365,00 /77,24

*Valores em células/uL, realizados nas articulagdes de G2, seguidos da média e

desvio padrao (DP), nos momentos de T-0 a T-150.
*MPE = Membro Pélvico Esquerdo. MPD = Membro Pélvico Direito.

Tabela 08: Contagem total de células nucleadas no liquido sinovial do grupo 3, animais 5 e
6, em todos o0s tempos do experimento.

Céls Nucleadas

Céls. Nucleadas

Animal 5 Animal 6 MEDIA DP
GRUPO3 MPE MPD MPE MPD

TO 60 60 35 35 47,50 +14,43
T15 600 850 453 662 641,25 | +164,40

T30 100 215 50 75 110,00 | +72,91
T45 1035 - 360 310 568,33 | +404,90
T60 262 257 510 390 354,75 | +120,40

T75 - 275 335 - 305,00 | +42,42
T90 - 350 540 600 496,67 | +130,50
T120 410 230 500 500 410,00 | +127,20
T150 510 500 270 540 455,00 | +124,40

*Valores em células/yL, realizados nas articulagdes de G3, seguidos da média e
desvio padrao (DP), nos momentos de T-0 a T-150.
*MPE = Membro Pélvico Esquerdo. MPD = Membro Pélvico Direito.
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Tabela 09: Contagem total de células nucleadas no liquido sinovial do grupo 4, animais 7 e

8, em todos 0s tempos do experimento.

Céls Nucleadas

Céls. Nucleadas

Animal 7 Animal 8 MEDIA DP
GRUPO4 MPE MPD MPE MPD

TO 50 50 90 90 70,00 +23,09
T15 1250 1100 560 600 877,50 | +349,30
T30 100 - 230 315 215,00 | +108,28
T45 - 940 560 700 733,33 | +192,18
T60 215 105 170 116 151,50 | +50,98
T75 200 250 60 75 146,25 | +93,39
T90 240 160 100 658 289,50 | +252,20
T120 60 1500 - 180 580,00 | +799,00
T150 - 260 440 - 350,00 | +127,27

*Valores em células/yL, realizados nas articulagdes de G4, seguidos da média e
desvio padrao (DP), nos momentos de T-0 a T-150.
*MPE = Membro Pélvico Esquerdo. MPD = Membro Pélvico Direito.

Tabela 10: Média da contagem total de células nucleadas no liquido sinovial dos grupos 1,
2, 3 e 4, em todos os tempos do experimento.

TEMPO
GRUPO Média
0 15 30 45 60 75 90 120 150
G1 60,0 568,2 219,8 550,0 222,5 161,8 2150 190,0 180,8 263,1
G2 185,0 768,8 204,0 625,00 512,5 113,8 498,2 360,0 365,00 403,6
G3 47,5 6412 110,0 426,2 3548 1525 372,5 410,0 4550 330,0
G4 70,0 877,5 161,2 550,0 151,5 146,2 2895 6850 1750 345,1
Média 90,6 7139 173,8 537,8 310,3 143,6 343,8 411,2 293,9
D A CD AB BCD CD BCD ABC BCD

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way
repeated measures ANOVA).

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Resumo descritivo das médias (células/uL).

*p tratamento = 0,208; p tempo <0,001; p interacéo tratamento x tempo = 0,873.
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Figura 12: Valores médios da contagem global de células nucleadas realizada
no liquido sinovial, durante os momentos analisados e nos quatro grupos (G1,

G2, G3 e G4).
Tabela 11: Média relativa de células mononucleares, em porcentagem, no liquido sinovial
dos grupos 1, 2, 3 e 4, em todos os tempos do experimento.
TEMPO 1
GRUPO 0 15 30 45 60 75 90 {20 50 edl
G1 98,0 96,5 96,5 93,2 62,0 68,0 740 81,0 61,0 81.1a
0 +1,7 #1,7 39 4414 +457 +13,9 +13,1 +421 ’
912 912 935 53,8 83,5 46,8 76,2 84,0 455
G2 62 47 1,7 354 +33 539 +213 #1211 521 73,9 ab
842 755 90,0 62,8 87,5 350 248 71,5 86,8
G3 14,7 +4A1 +0 +426 164 43,0 21,0 85 114 68,7 ab
G4 78,0 66,5 59,2 64,0 81,0 58,8 545 46,8 21,8 58.9 b
+8,0 75 39,8 43,0 150 +29,8 +442 374 <311 ’
Média 879 824 848 684 78,5 521 574 70,8 53,8
A AB A AB AB B AB AB B

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way
repeated measures ANOVA).

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Valores em porcentagem

*Resumo descritivo das médias seguidas pelo desvio padrao ().

*p tratamento = 0,008; p tempo <0,001; p interag&o tratamento x tempo = 0,163.
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Tabela 12: Média relativa de linfocitos, em porcentagem, no liquido sinovial dos grupos 1, 2,
3 e 4, em todos os tempos do experimento.

TEMPO

GRUPO Media
0 15 30 45 60 75 90 120 150
2,0 3,5 3,5 3,8 3,8 5,8 22,0 17,0 12,8
G1 0 +1,7  +17 +41 38 65  +11,7  +142  +131 82
Aa Aa Aa Ab Aa Aab Aab Aa Aa
7,0 6,2 6,5 45,8 13,5 22 23,0 13,5 3,2 13.4
G2 25 +25 1,7 35,7 12,5 2.8 20,4 +14,5 4,7 ’
Ba Ba Ba Aa Ba Bb Aab Ba Ba
9,5 13,2 9,8 9,0 10,2 13,8 38,2 27,2 7.8 15.4
G3 7,5 +43 10,5 17,0 +20,0 +28,8 2.3 +9,4 15,1 ’
Aa Aa Aa Ab Aa Aab Aa Aa Aa
142 195 10,8 8,5 16,0 30,8 3,5 17,2 27,0 16.4
G4 3,7 16,4 7,56 15,6 +13,8 1314 12,3 +16,2 +37,2 ’
Aa Aa Aa Ab Aa Aa Ab Aa Aa
Média 8,2 10,6 7,6 16,8 10,9 13,1 21,7 18,8 12,7

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way
repeated measures ANOVA).

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Valores em porcentagem

*Resumo descritivo das médias seguidas pelo desvio padrao ().

*p tratamento = 0,070; p tempo = 0,073; p interagao tratamento x tempo = 0,003.

Tabela 13: Média relativa de neutréfilos, em porcentagem, no liquido sinovial dos grupos
1, 2, 3 e 4 em todos os tempos do experimento.

TEMPO

GRUPO Média

0 15 30 45 60 75 90 120 150
0,0 0,0 0,0 3,0 9,2 0,8 3,0 2,0 1,2

G1 10 0 10 42 84 15 25 +40 1,5 2,1
Ab Ac Aa Aa Aa Aa Aab Aa Aa
1,8 25 0,0 0,5 3,0 0,0 0,5 1,5 1,2

G2 3,5 3,8 10 +1,0 0,8 10 +1,0 43,0 1,5 1,2
Aab Abc Aa Aa Aa Aa Ab Aa Aa
6,2 11,2 0,2 3,2 2,2 4,0 10,5 1,2 5,0

G3 7,3 05 05 +42 109 73 195 #15 53 49
Aab Aab Aa Aa Aa Aa Aa Aa Aa
10,0 14,0 50 25 3,0 7.8 3,8 10,0 1,2

G4 0,8 +138 +45 150 1,15 +22 29 16,8 25 6,4
ABa Aa ABa Ba ABa ABa ABab ABa Ba
Média 45 6,9 1,3 2,3 4,4 3,1 4.4 3,7 2,2

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way
repeated measures ANOVA).

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Valores em porcentagem

*Resumo descritivo das médias seguidas pelo desvio padrao ().

*p tratamento<0,001; p tempo = 0,106; p interacdo tratamento x tempo = 0,049.
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Figura 13: Valores percentuais médios na citologia diferencial das células
mononucleares realizada no liquido sinovial durante os momentos analisados

e nos quatro grupos (G1, G2, G3 e G4)
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Figura 14: Valores percentuais médios na citologia diferencial dos linfécitos
realizada no liquido sinovial durante os momentos analisados e nos quatro

grupos (G1, G2, G3 e G4).
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Figura 15: Valores percentuais médios na citologia diferencial dos neutréfilos
realizada no liquido sinovial durante os momentos analisados e nos quatro
grupos (G1, G2, G3 e G4)

6.6.3. Analise da PGE; no liquido sinovial

Na quantificacdo de prostaglandina, houve diferenga estatistica entre os
grupos e entre os tempos de analise durante o experimento (P<0,001). O G1 e

o G4 apresentaram os menores valores de PGE, e 0 G2 os maiores. Nos

quatro grupos experimentais, houve um padrao de acréscimo da concentracao
de PGE,em T-15, T-45 e T-90, atingindo valores superiores a 1500 pg/mL (P =

0,049) (Tabela 14). Todos os grupos apresentaram valores mais baixos de

PGE, no liquido sinovial em T-0, T-15 e T-30,

nesses momentos a

concentragdao de PGE; ndo ultrapassou em nenhum grupo 700 pg/mL (Figuras

16, 17,18 e 19).
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Figura 16: Concentracdo de PGE, de G1. Valores em picograma por mililitro
(pg/mL). Momentos de T-0 a T-150. Resumo descritivo em média e desvio
padrao de G1.
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Figura 17: Concentracdo de PGE, de G2. Valores em picograma por mililitro
(pg/mL). Momentos de T-0 a T-150. Resumo descritivo em média e desvio
padrao de G2.
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Figura 18: Concentracdo de PGE, de G3. Valores em picograma por mililitro
(pg/mL). Momentos de T-0 a T-150. Resumo descritivo em média e desvio
padrao de G3.
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Figura 19: Concentracdo de PGE, de G4. Valores em picograma por mililitro
(pg/mL). Momentos de T-0 a T-150. Resumo descritivo em meédia e desvio
padrao de G4.
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Tabela 14: Média da concentracao de PGE; no liquido sinovial dos grupos 1, 2, 3 e 4 em
todos os momentos do experimento.

TEMPO

GRUPO Média
0 15 30 45 60 75 90 120 150

G1 568,0 553,8 453,9 9790 5589 9526 1558,3 940,8 364,2 803’3
1171,0

G2 5083 7640 6302 14111 10702 1277,2 20765 14192 13827 '
1137,7

G3 4879 5164 4489 12749 16545 11230 19119 9363 18858
921,9

G4 3952 4986 4760 14727 15977 7253 8552 14059 8709

489,9 583,2 502,2 1284,4 1302,1 1019,5 1600,5 1175,6 1125,9

Média C BC C A A ABC A AB AB

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way
repeated measures ANOVA).

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

*Valores em picogramas por mililitro

*Resumo descritivo das médias

*p tratamento=0,013; p tempo<0,001; p interacéo tratamento x tempo = 0,127.

6.7. ANALISE MACROSCOPICA DA CARTILAGEM ARTICULAR

No 150° dia ap6s a indugédo das lesbes foi observada sinovite em 10
articulagdes (62,5%), irregularidades ao redor da lesdo em 11 articulacbes
(68,75%) e fibrilagdes também em 10 articulagdes (62,5%), dos quatro grupos
experimentais. Erosbes da superficie condral foram constatadas nas quatro
articulagdes (25% do numero total de articulagdes) de G4. As caracteristicas
observadas em cada articulagdo seguem organizadas nos Quadros 06 e 07.
Algumas articulagdes, conforme demonstrados no Quadro 06 apresentaram
proliferacdes do tecido cicatricial, que se direcionavam para a cavidade

articular.
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Figuras 20: Imagens artroscopica das articulagbes em T-150. Observam-se
proliferacdes provenientes do tecido neoformado (seta) no G1 (A). A pinga tipo “Ferris-
Smith” coleta do tecido neoformado no G2 (B). Proliferacdes (seta) e bom
preenchimento no G3 (C) e falhas de preenchimento e irregularidades ao redor das
lesbes (setas) no G4 (D).
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Figuras 21: Imagens artroscépica das articulagbes em T-150. Remogédo do tecido
neoformado para a biopsia com auxilio de cureta no G1 (A). Coleta de tecido
neoformado bem aderido com a pinga tipo “Ferris-Smith”no G2 (B). Palpagéao e exame
com a “probe”no G3 (C). Falhas de preenchimento, irregularidade e fibrilagdes (setas)
no G4 (D).

6.8. ANALISE HISTOPATOLOGICA E HISTOQUIMICA

Nos cortes corados com H&E, todos os fragmentos coletados em T-0
apresentaram estrutura e aspecto normais para a cartilagem articular. Em T-
150 todos os grupos apresentaram formagao de fibrocartilagem, com diferentes
intensidades de fibrose cicatricial e feixes de fibras colagenas desorganizadas
no local onde foi induzida a lesdo. Houve perda de celularidade (condrdcitos)
em todos os grupos. Em todos os grupos houve desorganizacdo da matriz
interterritorial e da disposicao das células (Figura 22). O G4 apresentou muitas
células fibroblastéides, com maior proporcao de feixes fibrosos. Pbéde ser
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observada a formagdo de poucos grupos iségenos nos tecidos cicatriciais de
G2 e G3. Ao redor do tecido cicatricial (da lesdo condral), na area de transigao
do tecido neoformado para a cartilagem normal, se observou a presenca de
condrécitos mortos e lacunas vazias. Houve também a formagdo de uma
camada externa de tecido conjuntivo denso, rico em fibroblasto, semelhante ao
pericondrio, em todos os grupos (Figura 23).

Nos cortes corados com Picrosirius Red foi confirmada a presenca de
grande quantidade de fibrose em todos os grupos. Nas imagens polarizadas
pode-se observar a predominadncia de fibrose em fase inicial, com
predominancia de colageno tipo Il (verde). O G4 apresentou feixes de fibras
mais espessas € predomindncia de colageno tipo | (amarelo), quando
comparado aos outros grupos (Figura 24).

Nos cortes corados com Azul de Toluidina houve pouca marcacao de
matriz interterritorial ou territorial em todos os grupos, porém, G2 e G3
apresentaram-se discretamente mais corados em dareas com maior
predominancia de condrdcitos. Nesses mesmos grupos houve a marcagao de
matriz territorial e algumas areas de matriz interterritorial em azul claro (Figura
25).
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Figura 22: Fotomicroscopia de luz em T-150. G1 (A) e G4 (D)
apresentam fibras desorganizadas e células fibroblastéides. G2 (B) e
G3 (C) apresentam melhor aspecto histopatolégico, areas com maior
organizagao celular, células arredondadas e lacunas (condrocitos).
H&E. Objetiva: 20x.

T T S R S S s o =
Figura 23: Fotomicroscopia de luz em T-150. Tecido de reparagédo com
poucos condrécitos (seta) no G1 (A). Tecido com maior quantidade de
condrocitos no G2 (B). Pericondrio fibroso existente (seta) no G4 (C).
Area de ftransicdo da cartilagem normal e fibrocartilagem, com
condrocitos mortos e lacunas vazias (seta) no G4 (D). H&E. Objetiva: A,
B e C 40x; D 20x.
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Figura 24: Fotomicroscopia de luz polarizada de G1 (A), G2(B), G3 (C) e
G4(D) em T-150. O G4 apresenta fibras espessas e predominancia da cor
amarela ou vermelha (colageno tipo ). Os grupos 1, 2 e 3 apresentam
fiboras mais finas e predominancia da cor verde (colageno tipo Ill)
Picrosirius Red. Objetiva: 40x.
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Figura 25: Fotomicroscopia de luz de G1 (A), G2(B), G3 (C) e G4(D) em T-
150. O G1 apresentou fraca coloragdo. Os grupos 2 e 3 apresentam maior
quantidade de condrécitos, matriz territorial e interterritorial corada em
azul. O G4 apresentou fibras desorganizadas, poucas células e nenhuma

coloracdo. Azul de Toluidina. Objetivas: A, C e D 40x; B 20x.
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7. DISCUSSAO

Nesse estudo ndo foi adotada a lesdo do osso subcondral, sendo
apenas exposta a sua superficie. A inducdo da lesdo e a remocgao da
cartilagem danificada foram realizadas com o auxilio de brocas motorizadas
(“shaver”) e pingas, o que permitiu o controle da extensdo da lesdo. Sendo
assim, o 0sso subcondral nado foi perfurado ou desgastado, ndo havendo, em
nenhuma articulacdo, sangramento proveniente do osso. A perfuracdo ou
abrasdao do osso subcondral induz a migracdo de células progenitoras do
sangue medular para o local da leséo, além disso, facilita a adesédo do coagulo
de fibrina e dos fatores de crescimento provenientes da vasculatura subcondral
e da medula 6ssea na lesdo (FRISBIE et al., 1999; VINATIER et al., 2009;
FORTIER et al., 2010). Sendo assim, a perfuragdo do osso subcondral nesse
estudo iria, de forma significativa, interferir na avaliacdo dos efeitos dos
tratamentos propostos, sendo, portanto invariavelmente evitada.

A espessura da cartilagem articular dos equinos pode variar de 1,5 a 3,2
mm, dependendo do local e da idade do animal. Sugerimos que, a
profundidade da lesdo condral nesse estudo n&o superou o padréao
estabelecido pela literatura, j& que ndo houve perfuracdo do osso subcondral
(FORTIER et al., 2010; HURTIG et al.,, 2011). A técnica utilizada nesse
experimento foi adequada para induzir a lesdo condral e a artrite, ja que foram
observados sinais evidentes de inflamacdo articular, com degeneracdo da
cartilagem e sinais clinicos da osteoartrite, tornando o leito receptor adequado
para o implante dos tratamentos propostos (WILKE et al.2007; FORTIER et al.,
2010; HURTIG et al., 2011). A degeneracdo da cartilagem articular é
decorrente da liberacdo de enzimas catabdlicas, colagenases e
metaloproteinases. Essa liberagdo € resultante do ciclo inflamatério articular,
nesse estudo, provocado pelas intervencdes cirdrgicas, artrocenteses e pela
inducao da lesédo condral, expondo 0 0sso subcondral. Esses itens participaram
ativamente na manutencao da inflamacao articular (SCHLUETER & ORTH,
2004; MCILWRAITH, 2005%)

O numero de plaquetas dos animais de G2 e G3 manteve-se dentro dos

valores normais para a espécie, de 100.000 a 350.000 plaquetas/uL, segundo
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Jain (1993) o que permitiu a inclusdo desses animais no grupo de pesquisa.
Durante o desenvolvimento do projeto de pesquisa foi observada que a
concentragdo média de plaquetas no PRP dificiimente ultrapassou 400.000
plaguetas/uL. Concentracbes acima de 500.000 plaquetas/uL ou um
enriguecimento trés vezes superior aos valores plaquetarios basais, como
recomenda parte da literatura, ndo foram alcancadas (MARX et al.,, 1998;
MAIA, 2008). A contagem de plaquetas no PRP desse estudo ndao apresentou
relacdo com a contagem inicial de plaquetas no sangue total, como sugerem
alguns autores (OKUDA, 2003; VAN DEN DOLDER et al., 2006; MCCARREL &
FORTIER, 2009), concordando com estudo realizado por Mazzucco et al.,
(2009) onde o enriquecimento do concentrado de plaquetas nao foi
proporcional a contagem de plaquetas inicial do sangue total. Entretanto,
estudos demonstraram que quanto maior a concentracao plaquetaria, maior a
liberagdo dos fatores de crescimento (OKUDA, 2003; VAN DEN DOLDER et
al., 2006; MCCARREL & FORTIER, 2009), podendo ocorrer variagdes entre
individuos (VAN DEN DOLDER et al., 2006).

Os resultados referentes a contagem plaquetaria e, consequente
concentracdo de fatores de crescimento no PRP podem ser explicados por
varios motivos, dentre eles: a variacao individual do animal, ao protocolo de
centrifugacdo escolhido e as propriedades plaquetarias (MAZZUCCO et.
al.,2009). Protocolos que oferecam melhores concentragdes plaquetarias
proporcionalmente irdo fornecer maiores concentracbes de fatores de
crescimento (LOPEZ-VIDRIERO et al., 2010). A utilizacdo do PRP durante o
experimento foi viabilizada ja que concentracbes maiores ou iguais a 300.000
plaquetas/uL tornam o PRP eficaz. (CARMONA et al., 2009; FOSTER et al.,
2009). Valores plaquetarios no PRP de 270.000 a 630.000 plaquetas/pL séo
adequados para equinos, expressando uma concentracao suficiente de fatores
de crescimento e sendo eficazes quando utilizado em diferentes terapias
(MCCARREL & FORTIER, 2009; CARMONA et al., 2009).

A identificagé@o precisa das CTM é possivel utilizando-se marcadores de
superficie que, em conjunto, refletem as caracteristicas biolégicas e funcionais
dessas células. Um dos critérios para a caracterizacdao da CTM é a capacidade
de expressao dos marcadores de superficie CD 13, CD 90, CD 44 e CD 105,

ndo podendo expressar os marcadores da linhagem hematopoiética como o
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CD 14, CD 34, CD 45 e CD 19 (CARVALHO, 2009). Para o marcador CD13, o
qual se esperava marcacao positiva, foi observada expressao negativa. Esse
resultado pode ser explicado pelos diferentes métodos de isolamento das
células tronco apéds a coleta do tecido adiposo, o tempo de cultura celular antes
da analise, o uso de anticorpos monoclonais detectando diferentes epitopos da
mesma proteina de superficie e pelos diferentes graus de sensibilidade
utilizados para a analise da citometria de fluxo (GIMBLE & GUILAK et al., 2003;
CARVALHO, 2009). O “lote” do fabricante dos anticorpos também pode ser
uma explicacdo, ja que outros trabalhos que utilizaram a citometria de fluxo
para caracterizacao das células tronco encontraram igualmente marcacgao
negativa para o CD13, quando deveria ser positiva (RADCLIFFE et al., 2010).
O CD13 é marcador de granulécitos e monécitos, apresentando expressao
quando utilizado nas células da fragdo vascular fresca e nas CTM derivadas do
tecido adiposo humano (SCHAFFLER & BUCHLER, 2007; TAPP et al., 2009).
O CD13 nao apresentou reagdo nessa experimentacdo, mostrando
incompatibilidade com estudos realizados em humanos. Porém, os resultados
apresentados confirmaram a caracterizacdo imunofenotipica da superficie das
células isoladas e cultivadas como células-tronco mesenquimais, sendo assim
possivel, sua aplicacdo para os tratamentos propostos das lesées condrais
(CARVALHO, 2009).

As lesbes condrais, no momento do tratamento, apresentaram uma
pelicula fina, fridvel e pouco aderida sobre a regiao do defeito, aparentemente
composta de fibrina. Similarmente, Hurtig et al., (1999); Wilke et al., (2007) e
Fortier et al., (2010) observaram a formagdo de um tecido cicatricial, de
coloragao branca, pouco aderido e fissuras ao redor da lesao no primeiro més
apds a inducado de lesdes condrais. Antes da administracdo do tratamento, o
leito receptor necessitou de uma leve curetagem dessa pelicula para que o gel
preenchesse e aderisse completamente toda a extensdo da leséo. Inferimos
que a retirada desse tecido inicial de preenchimento, realizado em todos os
grupos para que pudesse ser administrado o tratamento, ndo interferiu nos
resultados finais do trabalho.

Em T-30, a articulacao foi primeiramente distendida com fluido estéril
para a inspecao e palpacao da lesao condral. Para realizar a fixagdo dos
tratamentos, o liquido foi totalmente drenado e a articulagao foi insuflada com
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COs.. A distensdo da articulacdo com cerca de 26 mmHg de CO, foi adequada
para secar a lesdo, permitir o implante do tratamento e a secagem do gel no
local, que perdurava cerca de 5 a 10 minutos. A aplicacdo dos tratamentos foi
realizada com o auxilio de agulha modelo Komiyashiki 11G, o que permitiu a
aplicagéo intralesional. Durante o desenvolvimento do projeto foi observado
que a agulha modelo Komiyashiki 11G permitiu a adequada aplicagcao do
composto, portanto as células e o PRP, em fase final de gelificacdo. Desse
modo, nao foram observadas obstrugdes da agulha pelo tratamento ja
gelificado ou aplicagdo exacerbada do implante fora do local da lesdo, além
disso, esse modelo de agulha possui, sem o trocater, a ponta romba e néo
ocasionou danos adicionais na cartilagem articular.

Foi observada a necessidade da adicao de dois fatores ativadores do
PRP para que o implante fosse fixado na lesdo condral. Recomenda-se a
adicdo de trombina ao PRP para que esse expresse uma quantidade
satisfatoria de fatores de crescimento e forme um gel de fibrina adequado para
adesao do tratamento no leito receptor (VAN DEN DOLDER et al., 2006;
ROUSSY et al., 2007). A adicao de trombina no PRP resultou na polimerizacao
do fibrinogénio em fibrina, que é uma proteina adesiva (VAN DEN DOLDER et
al., 2006; ROUSSY et al., 2007). O cloreto de calcio demonstrou ser um fraco
ativador plaquetario. Sua principal fungcdo é antagonizar o anticoagulante
utilizado (citrato de sodio) permitindo a formacao do gel. J& a trombina € um
potente ativador, degranulando a maior parte dos granulos intraplaquetérios,
que liberam todo o seu conteudo (EVERTS, 2006). A trombina utilizada foi
purificada no Laboratério do Hemocentro da Faculdade de Medicina da
UNESP, Botucatu, sendo proveniente do plasma de um Unico animal, portanto
homdéloga.

O gel de PRP, formado a partir da adicdo de trombina, tem sido utilizado
com arcabouco tridimensional em tratamentos de lesbes da cartilagem
articular. A facilidade de aplicacao (na forma liquida), a polimerizacao e a
elevada aderéncia no local da lesdao foram vantagens apresentadas na
utilizacdo desse gel. Além disso, o gel reuniu uma variedade de fatores de
crescimentos, que favoreceram a diferenciagdo condrogénica (WILKE et al.,
2007). Segundo Berrevoet & Hemptinne (2007) e Kretlow et al., (2010) o gel de
PRP estimula a atividade de reparacdo e possui efeito anti-inflamatério.
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Arcaboucos formados do gel de PRP apresentaram-se eficazes para suportar
implantes celulares e orientar a proliferacao celular. Além disso, os coagulos de
fibrina interagem e estimulam a aderéncia de células na lesdo (FOSTER et al.,
2009; KRETLOW et al., 2010)

A fibrina é degradada por componentes da matriz extrcelular, resultando
em moléculas atoxicas para o processo de reparacao, além de fornecer um
ambiente mais perto de uma forma com trés dimensdes. O uso do gel de PRP
e restrito devido a sua falta de estabilidade mecénica, fato também observado
no presente estudo (VINATIER et al, 2009; KON et al, 2010°. Em
desvantagem, a durabilidade do gel de PRP no local da lesdo é pequena,
sendo de uma a trés semanas, tempo fisioldgico de absorcao de um coagulo
sanguineo normal (BERREVOET & HEMPTINNE, 2007). A utilizacdo da
trombina para a degranulacédo plaquetaria e para a obteng¢do do gel de fibrina
nesse estudo explica-se pela necessidade de um fator de fixagdo do implante
no local da lesao condral, que interferisse 0 minimo possivel na avaliacao dos

tratamentos propostos.

7.1. Avaliacao dos Parametros clinicos e laboratoriais
7.1.1. Exame Clinico

Em T-15 era esperado o aumento dos escores do grau de claudicagao,
para todos os grupos, consequente do estresse cirdrgico, mesmo que
minimamente invasivo, e da indugdo da lesdo condral. Animais submetidos a
artroscopia sofrem alteragcdes neuroenddécrinas, provenientes das lesdées dos
diversos tecidos articulares. Essas alteracbes sdo decorrentes do estimulo
hipotalamico, que se conecta com as vias da dor, (CHAPARRO, 2008)
caracterizada neste estudo pelos graus de claudicagado. Frisbie et al., (2009)
relataram que apoés realizacao de um defeito condral experimental de 15 mm,
na articulacdo carpica, todos o0s equinos apresentaram acréscimo da
claudicacdo do membro lesados, com escore médio de 2,33 + 0,06, portanto,
semelhante ao observado no presente trabalho. Hurtig et al., (1999), apés
provocarem lesdes condrais e subcondrais, também observaram graus
moderados de claudicacdo em articulagdes carpicas e femoropatelares. A

exposi¢cdo do osso subcondral e a inflamagdo da membrana sinovial sdo os
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principais responsaveis pela manutencdo do ciclo inflamatério e consequente
liberacdo de interleucinas, prostaglandinas e outras citocinas determinantes da
claudicacdo (STASHAK, 2006; MCILWRAITH, 2005%). Em T-15 também pode
ser observada a abducdo dos membros posteriores de todos os animais
durante o trote. Deduzimos que essa abducao é também resultante da dor
articular causada pela intervengao cirurgica.

Em T-15, o escore de claudicacdo provavelmente nao foi influenciado
apenas pelo defeito condral criado e sim também pelo estimulo doloroso da
capsula articular e inflamagcdo da membrana sinovial, decorrentes da
manipulagdo cirargica. A maioria das terminagdes nervosas localiza-se na
capsula articular e ligamentos associados, porém, agressées na membrana
sinovial decorrentes de inflamagdo ou distensdao exacerbada podem ser
transmitidos para a capsula, resultando em estimulos diretos nessas
terminacdes nervosas. Inferimos que lesées mais profundas, com perfuragao
significativa do osso subcondral, provoquem mais dor, ja que a cartilagem
articular é desprovida de inervacdao (PALMER & BERTONE et al.,, 1994;
STASHAK, 2006). Segundo Hurtig et al., (1988) a distensdo da capsula
articular com fluido ou gas também pode provocar dor quando ha
extravasamento desse fluido ou gas para regides periarticulares, evento que
pode ter interferido no grau de claudicacdo nas semanas ap0s as intervencoes
cirurgicas.

A reducédo gradual do escore do grau de claudicacdo, em G2 e G3, foi
principalmente observada apés T-45. Carmona et al.,, (2009) observaram
melhora no grau de claudicagcdo em animais portadores de artropatias apos a
terceira aplicacao intra-articular de PRP, com volume médio de 15 mL por
articulacdo. Em acordo com o estudo citado anteriormente, esses mesmos
grupos experimentais apresentaram melhora evidente de claudicagao apés a
segunda ou terceira aplicacdo de PRP intra-articular, realizadas em T-45, T-60
e T-75. Injecbes intra-articulares de plasma rico em plaguetas sao
comprovadamente benéficas e eficazes na reducéo da claudicacdo em equinos
(CARMONA et al., 2005; CARMONA et al., 2009; KON et al., 2010 LOPEZ-
VIDRIERO et al., 2010).

As intervencdes cirurgicas em T-30 resultaram em maior inflamagéao

local e efusao sinovial, até sete dias ap6s o tratamento, dados que corroboram
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com estudo realizado por Lee et al., (2007) e Carmona et al. (2009). Inferimos
que a pressao que o gas proporcionou foi maior que a de fluido, ocasionando
dor proveniente da distensdo da capsula articular, ndo relacionando essas
alteragbes imediatas com a administragdo do tratamento. Além disso, a
literatura descreve que a distensdo com diéxido de carbono pode causar
irritacao intra-articular ja que, apds o contato com a agua, o gas se transforma
em acido carbbénico (H.CO3) que além do carater acido e irritante, possui efeito
vasodilatador (ROSSETTI, 2006). As aplicagdes intra-articulares isoladas de
PRP nao ocasionaram nenhum tipo de reacdo inflamatoéria, fato que discorda
com trabalho de Carmona et al., (2007).

Os beneficios da aplicacao intra-articular de PRP refletiram-se na
reducdo dos sinais clinicos associados a osteoartrite. Houve diminuicao dos
escores de claudicagdo e da efusédo sinovial. A principal vantagem relatada
pela literatura é a reducao significativa da dor articular, resultante do efeito anti-
inflamatério do PRP, atuando de forma positiva sobre a membrana sinovial.
Acredita-se que os fatores de crescimento presentes no PRP sejam capazes
de bloquear a expressdao de moléculas pré-inflamatérias, atuando de forma
analgésica (MCILWRAITH, 2005% GAISSMAIER et al., 2008; VEIGA, 2008;
CARMONA et al., 2009). Em trabalho realizado por El-Sharkawy et al., (2007) o
PRP demonstrou suprimir de forma significativa a inflamacao através da
liberacdo da LXA4, uma lipoxina liberada por mondcitos, capaz de reduzir por
exemplo, a liberacao de superéxido.

Os animais de G2 e G3 apresentaram menores escores de claudicacao
quando comparados ao G1 e ao G4. De acordo com Kon et al., (2010% o PRP
€ capaz de restringir a reatividade da membrana sinovial e antagonizar os
efeitos da IL-1 e do TNF-alfa por concentrar diversos fatores de crescimento e
proteinas bioativas. A diminuicao da concentragao de IL-1 no liquido sinovial
tem como consequliéncia a reducao do ciclo inflamatério articular, inativacéo de
prostaglandinas e diminuicdo da claudicacdo (MCILWRAITH, 2005%
CARMONA et al., 2009; MILANO et al., 2010). No atual experimento o PRP
agiu de forma analgésica, porém, nao atuou significativamente de forma anti-
inflamatéria, verificado pelas analises laboratoriais do liquido sinovial.

De forma semelhante ao observado para o G1, Frisbie et al., (2009) ndo

observaram melhora da claudicacao em animais com osteoartrite induzida apés
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a aplicacao de CTM derivadas de gordura e de medula 6ssea na articulagéo do
carpo de equinos, 70 dias apos o tratamento. Mcilwraith et al., (2010) e Carrade
et al., (2011) também observaram que cavalos submetidos a lesdes condrais
induzidas e tratadas com células tronco mesenquimais apresentaram melhora
clinica minima e variavel. A literatura relata que a melhora dos sinais clinicos
de doencas articulares tratadas com a aplicacao intra-articular ou intralesional
de células tronco mesenquimais é tardia, sendo observada apds oito meses do
tratamento. Isso se deve as propriedades inatas das CTM, que em longo prazo,
atuam de forma ativa na reparacdo tecidual através da proliferacéo,
diferenciacao e imunomodulagéo celular (KURODA et al., 2007; WILKE et al.,
2007; NOTH et al., 2008; KHAN et al., 2009). O G3 apresentou reducdo do
grau de claudicagéo, de forma semelhante ao G2, provavelmente devido a
administracéo associada do PRP.

As CTM sao capazes de reduzir a progressao da osteoartrite, reduzir a
esclerose do osso subcondral, promover incremento do tecido de reparacao e
apresentam tropismo pelo local lesado. Porém, a utilizacdo de CTM no
tratamento de enfermidade ortopédicas pode nao reduzir de forma imediata as
consequéncias clinicas, o que provavelmente ocorreu com o G1 (MURPHY et
al., 2003; LEE et al., 2007, CARVALHO, 2009). Em estudos realizados por
Kuroda et al., (2007) e Haleen et al., (2010) em humanos com lesdes condrais,
foi apenas observado melhora clinica significativa do paciente um ano apdés a
instituicdo do tratamento com CTM. Deduzimos que o maior escore de
claudicacdo no G1 foi decorrente da impoténcia imediata do tratamento
utilizado em reduzir a claudicacdo, ja que as CTM aplicadas isoladamente,
apesar de auxiliar expressivamente na reparacdao, possuem pouco efeito
analgésico.

A possibilidade de ter ocorrido reacbes adversas apds a administracdo
das CTM, do cloreto de célcio ou da trombina néo foi descartada. Porém, ndo
associamos 0s maiores escores de claudicagédo do G1 com a maior inflamagéao
articular, ja que, nas anadlises laboratoriais do liquido sinovial o G1 nao
apresentou os maiores indices inflamatérios. O G2 e G3 apresentaram
claudicacdo reduzida pelo amplo efeito anti-inflamatério do PRP. A
administracdo de PRP foi adequada em reduzir a claudicacdo apesar de nao

ter sido eficaz na remissao significativa dos indices de inflamagdo mensurados
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no liquido sinovial (EL-SHARKAWY et al., 2007; CARRADE et al., 2011). O G4
manteve escores de claudicagdo elevados por ter sido tratado apenas com

solucgéo fisiolégica.

7.1.2. Exame fisico, quimico e citoldgico do liquido sinovial

No decorrer do experimento, as coloracdes alaranjadas e avermelhadas
do liquido sinovial foram decorrentes de diferentes graus de contaminagéao por
sangue, que em raras ocasides ocorreu acidentalmente durante a coleta. A
contaminacdo por sangue ndo apresentou correlagio com o grupo
experimental ou momento coletado, e sim, com intercorréncias durante a
coleta. A contaminacdo das amostras por sangue, coletas improdutivas ou a
impossibilidade de realizagdo dos exames devido a problemas com as
amostras também foram observadas por Martins et al., (2007) e Steel et al,,
(2008). Esses mesmos autores observaram igualmente o decréscimo da
viscosidade em até 30 dias apds artroscopia, justificando que a inflamacao
articular provocada pela agressao cirurgica quebra as moléculas de hialuronato
resultando nessa alteracdo. A reducdo da viscosidade e da qualidade da
mucina no liquido sinovial deve vir acompanhada do aumento da contagem
celular global (acima de 500 células /uL), fato encontrado durante o
experimento, principalmente em T-15 e T-45 (MARTINS et al., 2007; STELL,
2008). Pequenos grumos brancos nas amostras do liquido sinovial encontrados
durante o0 experimento foram interpretados macroscopicamente como
provaveis fragmentos de cartilagem ou grumos de fibrina, e ndo interferiram na
avaliacao dos tratamentos ou comparacao entre 0s grupos.

A sinovite resulta em efusdo de liquido sinovial, influxo de proteinas,
fibrinogénio e leucécitos (STASHAK, 2006). Nao foi observada correlacéo entre
as concentracoes de proteina e fibrinogénio com os tratamentos propostos,
apenas com os diferentes momentos analisados, principalmente em T-15 e
apoés T-45. A proteina apresentou concentracées superiores nos periodos de
maior inflamacao articular, decorrente de alteracdes principalmente envolvendo
a membrana sinovial e a cartilagem articular (MCILWRAITH, 2005%; MARTINS
et al., 2007). A manutencédo de escores de proteina e fibrinogénio acima dos

padrbes esperados corrobora com estudos realizados por Frisbie et al., (2009),
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onde o tratamento de lesdes condrais induzidas com CTM nao resultou em
alteracdes significativas da concentracdo da proteina do liquido sinovial.
Inferimos que os tratamentos impostos no experimento ndo minimizaram a
inflamacdo da membrana sinovial de forma satisfatéria para que o influxo de
proteinas e fibrinogénio fosse inibido, sendo ainda esse influxo perpetuado
pelas pungdes articulares repetidas na coleta do liquido sinovial e intervengdes
cirurgicas. A manutencado dos elevados escores de proteina e fibrinogénio
ainda podem ser explicados por discreta reposta aversiva aos tratamentos
realizados, como observado por Carrade et al., (2011).

Frisbie et al., (2009) relataram que n&o houve alteracdo na contagem de
células nucleadas apés a instituicao do tratamento com fracbes mononucleares
de medula éssea e tecido adiposo, concordando com os achados do presente
estudo, onde nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados e o
controle na contagem de células nucleadas. Houve apenas diferenca entre os
momentos analisados. A contagem de células nucleadas foi maior nos
momentos apds as artroscopias, consequente da inflamagdo pds cirurgica,
apoiando trabalho realizado por Wilke et al., (2007), onde foi observado
aumento na contagem de células nucleadas principalmente entre o quarto e
sétimo dia ap6s a intervencao cirargica. G2, G3 e G4 apresentaram aumento
da contagem das células nucleadas ap6s T-90. Sugerimos que essa alteracao
foi provocada pela finalizagdo dos tratamentos e diminuicdo da acado dos
mesmos G2 e G3 e auséncia do tratamento no G4, que apresentou a maior
contagem. A menor contagem apresentada por G1 foi provavelmente
ocasionada pelo amplo efeito imunomodulador que as CTM possuem (NOTH et
al., 2008).

O liquido sinovial normal deve apresentar grande quantidade de células
mononucleares (> 80%) derivadas de mondcitos sanguineos, sinoviécitos e
macrofagos teciduais. O decréscimo da contagem de células mononucleares
pode representar graus variados de sinovite e osteoartrite (STELL, 2008;
POZZOBON et al., 2009), o que provavelmente ocorreu com o grupo controle
durante o experimento. Foi observada significativa reducdo de células
mononucleares no G4, principalmente quando comparado ao G1. A aplicacao
de CTM intra-articulares pode acrescer a contagem de células mononucleares

no liquido sinovial, conforme alguns estudos realizados, devido as
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propriedades quimiotéxicas dessas células, o que nao foi observado nesse
estudo, ja que todos 0s grupos apresentaram tendéncia em reduzir a contagem
de células mononucleares, refletindo algum grau de artrite (WILKE et al., 2007;
CARRADE et al., 2011).

A porcentagem de linfécitos deve ser reduzida no liquido sinovial, sendo
aceitdvel uma variacdo até 16% na contagem relativa. O aumento da
porcentagem de linfocitos ndo apresenta relacdo com alteracbes articulares
significativas. Variagbes da quantidade relativa de linfocitos podem ser
decorrentes de sinovite idiopatica ou sinovite eosinofilica (resposta alérgica
medicamentosa) (FRISBIE et al., 2007; STELL, 2008; POZZOBON et al.,
2009). Essa informagao pode justificar o aumento variavel de linfécitos durante
o experimento em G4, que manteve maior grau de inflamacéao articular quando
comparado aos outros grupos. Em T-45, o G2 apresentou um aumento
significativo da porcentagem de linfécitos, 0 que pode ter sido resultante de
reacao adversa a trombina, ao cloreto de calcio ou menos provavel, ao proprio
PRP. Amostras de liquido sinovial em T-45 apresentaram eosindfilos nos
grupos que receberam tratamentos. Em trabalho realizado por Del Bue et al.,
(2008) e Frisbie et al., (2009) houve reducao da porcentagem de linfocitos e de
células “Natural Killer” em animais portadores de osteoartrite experimental
tratados com células tronco, evento igualmente observado no presente estudo
para o G1, porém, sem diferenca estatistica entre os grupos.

Os neutréfilos devem representar menos que 10% do total de células no
liquido sinovial, maiores porcentagens sao indicativos fiéis de inflamacao
articular. A porcentagem de neutréfilos ainda pode predizer a magnitude da
inflamacdo (CARMONA et al., 2007; STELL, 2008; POZZOBON et al., 2009).
Nesse estudo o G4 apresentou porcentagens discretamente mais elevadas de
neutréfilos quando comparado aos outros grupos, refletindo maior inflamacao
articular. O G1 apresentou resultados sutiimente melhores nas anélises do
liqguido sinovial. As CTM sao capazes de reduzir a ativacdo de linfécitos e
reduzir o infiltrado inflamatério (NOTH et al., 2008; VINATIER et al., 2009). O
PRP, apesar de possuir efeito anti-inflamatério, também ativa citocinas,
aumenta a permeabilidade vascular e realiza quimiotaxia sobre mondécitos,

podendo explicar os valores relativos variados encontrados na analise do
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liquido sinovial em G2 e G3 (EL-SHARKAWY et al., 2007; VEIGA, 2008; NOTH
et al., 2008; VINATIER et al., 2009).

As repetidas artrocenteses para a coleta do liquido sinovial colaboraram
na manutencdo da inflamagdo articular, em parte suprimida pelos efeitos
benéficos dos tratamentos impostos. O G4 manteve maior inflamagé&o articular,
comprovada pela reducédo de células mononucleares e pelo maior valor relativo
de neutréfilos quando comparado aos outros grupos. Entendemos que os
resultados apresentados nesse experimento, comparando os grupos tratados
ao controle, sdo igualmente decorrentes dos efeitos benéficos das CTM e do
PRP no tratamento de lesbes articulares, porém, tais tratamentos nao
reduziram de forma contundente a inflamagéo articular observada pelas

analises do liquido sinovial.

7.1.3. Analise da prostaglandina (PGE2) no liquido sinovial

No decorrer do experimento, até T-150, foi observado aumento gradativo
das concentracdes de prostaglandina, apenas o G1 apresentou valores
reduzidos da PGE; em T-150. Em média, o G2 apresentou os maiores valores
de PGE; e G1 os menores valores, considerando todos os momentos. A PGE;
€ um excelente indicador do grau da inflamacgao articular por ser sensivel,
detectavel por teste ELISA e ndo se correlacionar com a contagem de células
nucleadas. A quantificacdo da PGE, é realizada de forma independente a
contagem de leucdcitos ja que estudos comprovaram que a PGE: é liberada
por células sinoviais, condrdcitos e células subcondrais residentes, e ndo por
neutrofilos ou células mononucleares (MAY et al.,, 1994; BERTONE et al.,
2001). A prostaglandina é produzida em casos de vasodilatagdo, danos
celulares ou estresse articular (VAN DEN BOOM et al., 2004). Rasera et al.,
(2008) encontraram valores até 521,75 pg/ mL + 331 em equinos apds
exercicio, esses valores estdo acima do que a literatura considera normal para
uma articulacdo saudavel (5,7 pg/ mL) segundo Kirker-Head et al., (2000) ou
para uma osteoartrite (63,5 pg/ mL) segundo Bertone et al., (2001). Os valores
encontrados no presente estudo apresentaram-se significativamente superiores
aos encontrados na literatura. Sugere-se que tal fato seja explicado pela

intervengdo cirurgica inicial somada a manutencdo da lesdo condral e
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artrocenteses repetidas para as coletas do liquido sinovial. Van Den Boom et
al., (2004) encontraram igualmente valores mais altos de PGE, em articulagdes
submetidas a artrocenteses repetidas.

A PGE; é um mediador inflamatério expressado em doencas articulares
agudas, fraturas, traumas, doencas degenerativas, alteracbes condrais,
subcondrais e infeccdes (KIRKER-HEAD et al., 2000; FRISBIE et al., 2009). E
rapidamente liberada, apresentando pico em até nove horas apds a agressao
articular e manifesta-se em altas concentracfées em osteoartrites induzidas
(VAN DEN BOOM et al., 2004; FRISBIE et al., 2007). A concentracao de PGE
no liquido sinovial vem sendo relacionada com o grau de claudicacao, sendo
que quanto maior essa concentracdo, maior o grau de claudicacado (BERTONE
et al., 2001; VAN DEN BOOM et al.,, 2004). No presente estudo houve
diferenga da concentragdo de PGE; sinovial principalmente entre 0 G1 e 0 G2 e
G3, sendo que o G1 apresentou as menores concentracées de PGE..

O resultado observado para a concentracdo de prostaglandina,
realizando a comparagao entre os grupos, se confronta com os achados dos
exames clinicos, onde o G1 apresentou os maiores graus de claudicacao,
porém concorda com o0s resultados observados na analises laboratoriais do
liquido sinovial, onde, o mesmo G1 apresentou a melhor imunomodulagao e
menor grau de inflamagéo do liquido sinovial. Esse fato pode ser explicado em
conceitos descritos por Grauw et al., (2006). Esses autores observaram que
articulagdes acometidas por diversas doencas articulares, apresentando
concentracdes elevadas de PGE; (cerca de 500 pg/mL), ndo apresentavam
necessariamente, melhora do grau de claudicacdo apdés a anestesia intra-
articular. Esses mesmo autores sugeriram que a PGE; ndo esta intimamente
relacionada com o grau de claudicacdo ou manifestacdes clinicas de dor e sim
apenas com inflamacéao articular generalizada, sendo impossivel determinar a
causa primordial, apenas a alteracao inflamatéria interferindo na qualidade e
composicao do liquido sinovial. Confirmaram ainda, o fato da cartilagem
articular nao ser inervada, o que também nao provocaria dor, mesmo em casos
de lesdes condrais graves (GRAUW et al., 2006). Isso justifica os menores
graus de claudicacao de G2 e G3, mesmo apresentando valores elevados de
PGE, e inflamagédo articular moderada, observada no exame do liquido

sinovial.
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Sugerimos também que a manutencgéo de valores acima do esperado de
PGE, ao final do experimento possa ser explicada pela incapacidade do
tratamento de suprimir totalmente a inflamacao articular, como ja visto na
andlise do liquido sinovial. Foi observado acréscimo da concentracdo de
prostaglandina apds as intervengdes cirargicas, sendo esse aumento
propagado pelas repetidas artrocenteses. Apesar do efeito anti-inflamatério do
PRP, plaguetas degranuladas em lesdes tissulares também sédo capazes de
ativar alguns tipos de citocinas, alterando a composicdo e homeostasia do
liquido sinovial, o que também poderia explicar valores mais altos de PGE; no
G2 e G3. A administracdo de CTM, que sao capazes de inibir reacbes mistas
inflamatérias e apresentam forte agcdo imunomoduladora, pode explicar o valor
reduzido de PGE; no G1 (NOTH et al., 2008; CARMONA et al., 2009; LOPEZ-
VIDRIERO et al., 2010).

7.2. Analise macroscopica da cartilagem articular

As analises macroscépicas da cartilagem articular demonstraram uma
semelhangca de preenchimento e aderéncia entre todos os grupos. Os
resultados apresentados na inspecdo macroscopica das lesdes tratadas
corroboram com dados encontrados na literatura, onde pesquisas que
utilizaram o PRP e as CTM no tratamento de lesées condrais induzidas ou de
ocorréncia natural observaram a formacéo de um tecido cicatricial branco, liso,
aparentemente fibroso e bem aderido, preenchendo completamente as falhas
de cartilagem. As lesbes condrais que nao foram submetidas a esses
tratamentos apresentaram falha do preenchimento e manutencdo da
degradacao da cartilagem articular (HURTIG et al., 1988; WILKE et al., 2007;
DEL BUE et al.,, 2008; HALEEN et al., 2010; MCILWRAITH et al., 2010;
RAHEJA et al., 2011).

As CTM representam uma apropriada fonte celular. Sendo assim, o
implante intralesional de CTM é capaz de promover o preenchimento tecidual
de lesbes condrais, devido a capacidade de proliferacido dessas células
(WILKE et al., 2007; VINATIER et al., 2009). Raheja et al., (2011) relataram
que um animal portador de lesdo condral submetido a tratamentos
intralesionais e intra-articulares com CTM apresentou a formagéao de um tecido
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homogéneo e bem aderido, semelhante a superficie articular na analise
macroscopica, quatro meses apds a instituicao do tratamento, voltando a
atividade atlética apdés 15 meses. Implantes intralesionais de CTM
comprovadamente favorecem a formacdo de tecido cicatricial, que
macroscopicamente apresenta-se com as mesmas caracteristicas observadas
pela atual experimentagcédo, se tornando bem integrado a cartilagem articular
apds cerca de 5 a 8 meses (KOGA et al.,, 2008 FRISBIE et al., 2009;
FORTIER et al., 2010; RAHEJA et al., 2011).

Mcilwraith et al., (2010) e Murphy et al., (2003) observaram que, lesdes
tratadas com células tronco apresentam melhor integracdo do tecido cicatricial
a borda de lesdao, menor ocorréncia de erosodes e fibrilacbes ao redor da lesao,
menor indice de ostedfitos, melhor aparéncia macroscépica e preenchimento
da lesdo condral. Esses dados explicam o preenchimento satisfatorio e o tecido
bem aderido as bordas e ao osso subcondral de G1 e G3 quando comparado
ao G4. O implante de CTM em gel de PRP acresce a taxa de preenchimento da
lesdo e reduz a atividade de enzimas catabdlicas articulares, reduzindo a
degeneracao articular (HALEEN et al., 2010).

Fortier et al., (2010) relataram bom preenchimento tecidual em lesdes
condrais induzidas experimentalmente e tratadas com aspirado de medula
O0ssea, sugerindo que a eficacia do tratamento encontra-se na grande
concentracdo de fatores de crescimentos presentes no sangue medular,
induzindo o anabolismo celular. G2 e G3 apresentaram igualmente ao G1, um
preenchimento satisfatério da lesdo, e tecido neoformado bem aderido as
bordas e ao o0sso subcondral. Esses resultados sao explicados pelas
propriedades do PRP terapéutico. O PRP é rico em fatores de crescimento
capazes de estimular a proliferacéo celular. Os fatores de crescimento exercem
grande efeito anabdlico na proliferacdo tecidual, agindo principalmente nas
fases de proliferacao e remodelamento tecidual (AKEDA et al., 2006; FOSTER
et al., 2009).

Os grupos tratados apresentaram menor manutengdo, ou minimo
desenvolvimento de irregularidades e erosbes ao redor da lesdo quando
comparado ao grupo controle. Sugerimos que as CTM foram responsaveis pela
inibicdo da progresséo da doenca articular e inativacao de enzimas ofensivas a
cartilagem articular devido a forte atividade imunomoduladora e pelo tropismo
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por regides lesadas (VINATIER et al., 2009). O PRP é capaz de antagonizar
interleucinas e metaloproteinases, as maiores responsaveis pela manutencao
da degeneracgéo da cartilagem articular (MCILWRAITH, 2005%; EL-SHARKAWY
et al., 2007). O G4 apresentou maior numero de erosoes, irregularidade e falha
de preenchimento quando comparado aos outros grupos. Esse fato corrobora
com dados da literatura, onde os animais com lesdes condrais experimentais
nao tratadas demonstram falha de preenchimento, aumento da inflamacao
articular e aumento do didmetro da lesdo condral, somando irregularidades e
erosdes (WILKE et al.,, 2007; KOGA et al., 2008% FORTIER et al., 2010;
GOBBIl et al., 2011).

A apresentacao de sinovite, erosdes ao redor da lesao e fibrilacées na
cartilagem articular nas avaliagdes macroscopicas em T-30 e T-150 concordam
com os achados em estudos realizados por Wilke et al., (2007) e Frisbie et al.,
(2009). Inferimos que a sinovite seja resultante da manutengéo da inflamagéo
articular causadas pelas intervencbes cirdrgicas e repetidas artrocenteses,
sendo mais grave no G4. Frisbie et al., (2009) igualmente observaram sinovite
em animais com osteoartrite induzida por lesdes condrais, tratados e nao
tratados com CTM. A cicatrizacdo da cartilagem articular, devido a diferenca
topograficas, €& favorecida distalmente. Defeitos condrais induzidos
experimentalmente podem apresentar diferengas de preenchimento de acordo
com a localizacdo topografica, fato ndao observado no presente estudo
(FORTIER et al., 2010).

7.3. Analise histopatoldgica e histoquimica

As analises histopatolégicas e histoquimicas da reparagcéao da cartilagem
devem, fundamentalmente, basear-se na quantificacdo da matriz extracelular e
sua organizacdo, na densidade e morfologia celular, organizacdo global do
tecido de reparacao e respostas inflamatorias. Nessas analises, deve-se ainda
verificar a reminiscéncia de material anteriormente implantado, a integracéo do
tecido cicatricial com o osso subcondral e bordas da lesdo, além da orientagao
das fibras colagenas (HOEMANN et al., 2011).

Nesse estudo, observamos pelas laminas coradas com H&E formacao
de fibrocartilagem em todos os grupos. O G1, apesar do 6timo preenchimento
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macroscopico, apresentou desorganizacdo tecidual, grande quantidade de
células fibroblastéides e reduzida quantidade de matriz extracelular. G2 e G3
apresentaram, nas laminas coradas com H&E, uma maior quantidade aparente
de condrécitos e discreta organizagdo da matriz extracelular. Essa resposta ao
tratamento pode ser decorrente da capacidade do PRP em reduzir a resposta
inflamatéria, apesar de nao ter sido observado nas analises do liquido sinovial,
e inibir enzimas catabdlicas, favorecendo a organizacdo do colageno, a
migracdo e a proliferagdo celular (CARTER et al., 2003). Os cortes corados
com Picrosirius Red confirmaram a presenca de fibrocartiiagem em todos os
grupos. Nas imagens polarizadas, foi observado um padrdo semelhante de
organizacao, distribuicdo e composicao de colageno (sendo o colageno tipo Il
esverdeado e o colageno tipo | amarelado) para todos os grupos tratados,
sendo consideravelmente diferente apenas o grupo controle (G4), que
apresentou maior quantidade de fibrose (colageno tipo | amarelado), em feixes
grossos e bem desorganizados.

A cicatrizacdo de defeitos da cartilagem articular apresenta formacéao
predominante de colageno tipo | e I, sendo que o colageno tipo Il é observado
apenas nas camadas mais profundas, e o colageno tipo | distribuido por todo o
tecido de reparacado (WILKE et al, 2007; ELDER et al., 2009). Apesar de nao
ter sido realizada a andlise imunoistoquimica para colageno nesse trabalho, foi
possivel observar que, nas laminas coradas com Picrosirius Red, existiam
fibras polarizadas em verde que representam o colageno tipo lll, que € menos
denso em G1, G2 e G3. O G4 apresentou fibras polarizadas em vermelho e
amarelo, que representam fibrose madura, rica em colageno tipo I. Nenhum
grupo apresentou organizacao das fibras colagenas semelhante a cartilagem
normal, fato que corrobora com trabalhos realizados por Wilke et al., (2007),
porém, o G4 apresentou feixes fibrosos mais densos e em maior quantidade.

A partir das andlises realizadas nas laminas coradas com H&E e
Picrosirius Red inferimos que todos os tratamentos propostos, com células
tronco mesenquimais e plasma rico em plaquetas, foram benéficos na
reparagdo da cartlagem quando comparados ao grupo controle,
proporcionando menor intensidade de fibrose e melhor organizacéo tecidual
guando comparados ao G4, porém, G2 e G3 morfologicamente aproximaram-

se mais da cartilagem normal quando comparados ao G1 e G4. Os resultados
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encontrados nesse estudo concordam com os dados da literatura. Milano et al.,
(2010) observaram que, defeitos condrais experimentais tratados com a técnica
de microfraturas associada a aplicacdo de PRP, apresentam um aumento
quantitativo de condrécitos e melhor organizacao cicatricial. Khan et al., (2009)
observaram que os fatores de crescimento sdo capazes de melhorar o aspecto
histolégico do tecido de reparacao, quando comparado a cartilagem normal, em
casos de lesdes da cartilagem articular. A melhora histopatoldgica é resultante
do incremento no alinhamento celular e do estimulo que os fatores de
crescimento exercem sobre as CTM locais. Os fatores de crescimento
presentes no PRP acrescem a expressao fenotipica condrogénica celular, a
deposicao de matriz extracelular, apresentam atividade anabdlica (KON et al.,
2010%), além de estimular a atividade autécrina dos condrécitos e realizar
quimiotaxia (NESIC et al., 2006; GAISSMAIER et al., 2008).

O Azul de Toluidina é essencial no estudo da reparacao de lesdes
condrais ja que essa técnica de coloracdo é adequada para quantificar
glicosaminoglicanos, demonstrando sua presenca e localizagdo no tecido. O
Azul de Toluidina cora a matriz coldgena em azul claro e os
glicosaminoglicanos em roxo escuro (metacromasia) (HOEMANN et al., 2011).
As laminas coradas com azul de toluidina demonstraram diferenca significativa
entre os grupos. G2 e G3 apresentaram maior marcacao em tons de azul na
matriz territorial e interterritorial, ao redor da maior quantidade aparente de
condrécitos. G1 e G4 apresentaram fraca marcagdo em tons de azul claro e
rara coloracdo territorial. Nenhum grupo tratado apresentou metacromasia, a
nao ser em pequenas areas ao redor dos condrdcitos, indicando pouca
producdo de proteoglicanos. Esses resultados entram em desacordo com
estudo realizado por Koga et al., (2008%) e Mcilwraith et al., (2010), onde
defeitos condrais tratados com CTM apresentaram maior producdo de agrecan
qgquando comparado a controles ndo tratados. Wilke et al., (2007) também
observaram melhora no tecido cicatricial de defeitos condrais tratados com
CTM, onde havia melhor alinhamento e maior densidade celular quando
comparado a grupos nao tratados, discordando com os resultados aqui
apresentados.

Diversos estudos baseados no tratamento de lesbes da cartilagem
articular com CTM mostram-se vantajosos na producao de proteoglicanos, ha
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maior marcacdao com Azul de Toluidina em areas proximas ao 0sso subcondral
(profundas), provavelmente devido ao influxo de fatores de crescimento
provenientes da medula 6éssea. Ha manutencdo da metacromasia,
comprovando a presenca glicosaminoglicanos na matriz extracelular (KOGA et
al., 2008%; KOGA et al., 2008°; MCILWRAITH et al., 2010), o que no foi
observado em G1. Entretanto, Frisbie et al., (2009) em acordo com o presente
estudo, nado encontraram diferenca significativa no conteudo de
glicosaminoglicanos quando comparou grupos tratados e nao tratados com
células tronco mesenquimais. Além disso, Koga et al., (2008°) observaram que
células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo possuem pouca
expressao de proteoglicanos, in vitro, quando comparadas a CTM derivadas de
medula éssea e membrana sinovial.

A presenga de fatores de crescimento em abundancia no PRP estimula
a producao de proteoglicanos pelos condrdcitos e acelera a reparacao tecidual
(GAISSMAIER et al., 2008), o que esclarece a discreta melhora no aspecto
histoquimico dos cortes corados com Azul de Toluidina no G2 e G3. O G2 e 0
G3 apresentaram melhor producédo de proteoglicanos em todas as sec¢des do
cortes analisados. Esse aspecto é elucidado pela ndo abrasdo do 0sso
subcondral em T-0, 0 que ndo permitiu o influxo de moléculas provenientes da
medula éssea que pudessem interferir no processo de reparacdo, sendo a
melhora histoquimica resultante da aplicacdo terapéutica de PRP. Diversos
estudos tém relatado que a presenca de fatores de crescimento é essencial na
proliferacdo e na eficacia do tratamento com CTM, fato observado no GS3.
Apenas com um microambiente favoravel, rico em fatores de crescimento e na
presenca de um arcabougo biocompativel, as CTM conseguem sobreviver e
expressar todo potencial necessario para acrescer a qualidade de reparacao.
(WILKE et al., 2007; FRISBIE et al., 2009; FORTIER et al., 2010).

Entendemos que, a marcacao pelo Azul de Toluidina no G1 pode ter
sido decorrente da menor densidade celular e consequentemente, menor
producédo de matriz extracelular e proteoglicanos, quando comparados ao G2 e
G3. O microambiente encontrado na articulacdo em T-30, rico em moléculas
inflamatérias, como a PGE;, e enzimas catabdlicas; somado a ndo associacao
de PRP no G1 pode ter resultado na ndo expressdao do total potencial e
propriedades das CTM, atuando apenas como fonte celular e expressao
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imunomoduladora. As CTM favoreceram o preenchimento da lesao e
principalmente realizaram a imunomodulagdo do liquido sinovial e da
inflamacéao local, impedindo a progressdo da doenca. Com a nao expressao
adequada das propriedades inatas das CTM nao houve melhora significativa
nas analises microscopicas, porém, o G1 ainda apresentou melhor aspecto
histopatolégico e histoquimico quando comparado ao G4.

Os maiores obstaculos para o sucesso da terapia celular em defeitos
condrais estdo relatados na literatura. As CTM podem se afastar do leito de
implante devido ao escoamento e instabilidade do veiculo de implante. Aléem
disso, a inflamagao local pode induzir apoptose devido a presenca de 6xido
nitrico, metaloproteinases e citocinas. O microambiente desfavoravel pode
igualmente resultar em diferenciacbes das CTM em fibroblastos (VINATIER et
al., 2009; KON et al., 2010%). Todos esses aspectos podem se relacionar com
os achados observados no G1 e no G3. Para solucionar esses problemas é
recomendado que as CTM sejam implantadas ja pré-diferenciadas, em
arcaboucos ideais, que permitam a adesao, fornecam microambiente adequado
e sejam biocompativeis. Aliado a isso, as CTM devem ser implantadas com
uma fonte rica em fatores de crescimento, permitindo sua proliferacao e
diferenciacao (VINATIER et al., 2009; FORTIER et al., 2010), como realizado
para o0 G3. O PRP e as CTM apresentaram resultados favoraveis em todas as
analises realizadas e, no aspecto geral, foram melhores quando comparados
ao G4 para o tratamento de les6es condrais.
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8. CONCLUSAO

a) O tratamento das lesdes experimentais com CTM e PRP melhorou o
aspecto macroscopico do tecido de reparacado em relacdo ao grupo controle.

b) O PRP reduziu os escores de claudicacao dos animais tratados, sendo
clinicamente benéfico no tratamento das lesées experimentais.

C) Os tratamentos ndao minimizaram de forma significativa o grau de
inflamacéo articular, observada pelas andlises do liquido sinovial e pela
concentragao de PGE; no liquido sinovial.

d) Os animais tratados demonstraram melhor aspecto histopatolégico e
histoquimico, com a morfologia mais préxima a cartilagem normal, quando
comparados ao grupo controle, principalmente em G2 e G3.

e) As intervengdes cirargicas, a indugao da lesao condral e artrocenteses
repetidas resultaram em inflamacao articular significativa.

f) Cada um dos tratamentos propostos apresentou particularidades e
resultados diferentes em cada analise realizada, porém, as CTM, o PRP e a
associagao destes sdo, de forma geral, benéficos e eficazes no tratamento de
lesGes condrais induzidas.

9) A correta utilizacdo e objetivos definidos tornam essas terapias

promissoras no tratamento de lesdes articulares no equinos.
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RESUMO
O plasma rico em plaquetas (PRP) vem sendo utilizado na reparacdo condral articular
por disponibilizar grande concentracdo local de fatores de crescimento. Este composto

bioldgico proporciona rapidez e qualidade de reparacdo, através de suas propriedades
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quimiotdxicas, mitogénicas e anti-inflamatorias. Esse trabalho estudou a eficdcia do
PRP no tratamento de lesdes condrais articulares, experimentalmente induzidas em
equinos. Para isso, foi induzida uma lesao condral, na tréclea medial femoral dos dois
membros pélvicos de quatro animais. Apds 30 dias da indugdo, as oito articulacdes
foram divididas em dois grupos: o Grupo 1 recebeu o tratamento intralesional e intra-
articular com PRP e o Grupo 2 foi tratado apenas com solugdo fisioldgica. As
avaliacdes clinicas, constituidas de exames de claudicacdo e andlises do liquido
sinovial, foram realizadas antes da indu¢do da lesdo (tempo zero), quinzenalmente até
120 dias e aos 150 dias. Avaliacdes macroscOpicas, histopatolégicas e histoquimicas
foram realizadas no tempo zero e aos 150 dias. No decorrer do experimento, o Grupo 1
apresentou melhora do grau de claudicacdo quando comparado ao Grupo 2. Os exames
macroscépicos, histopatolégicos e histoquimicos revelaram um melhor tecido de
reparacdo igualmente no Grupo 1. Sendo assim, a administracio de PRP apresentou
efeitos benéficos no tratamento de lesdes condrais experimentais de equinos.

Palavras-chave: Articulacdo; Artroscopia; Células Tronco; Equino; Plasma Rico em

Plaquetas.

ABSTRACT

The platelet-rich plasma (PRP) has been used to repair articular chondral defects by
providing high local concentration of growth factors. This biological compound
enhances the tissue repair, through its chemotactic properties, mitogenic and anti-
inflammatory effect. This work aims to study the use of PRP in the treatment of
articular cartilage defects induced experimentally in horses. For this purpose, both
patellofemoral joints of four animals were approached by arthroscopic surgery to
perform a cartilage defect, on the medial femoral trochlea. After 30 days of induction
the eight joints were divided into two groups: Group 1 received treatment intralesional
and intra-articular with PRP and Group 2 was treated only with saline solution. The
clinical assessments, constituted by lameness signs and synovial fluid analysis, were
performed before induction of injury (time zero) and every 15 days in 120 days, with
last analysis in day 150. The macroscopic and morphologic analyses were performed at
0 and 150 day. During the experiment, the Group 1 showed improvement in lameness

when compared to Group 2. The macroscopic and morphological analyses showed a
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better tissue repair in the treated Group. Thus, the implantation of autologous PRP
showed beneficial effects in the treatment of chondral lesions, experimentally induced
in horses.

Keywords: Arthroscopy; Horse; Joint; Platelet Rich Plasma; Stem Cells.

INTRODUCAO

A osteoartrite é definida como uma desordem das articulacodes, considerando um
grupo de distirbios que resultam em um final comum: deterioracdo progressiva da
cartilagem articular, acompanhada de alteracdes Osseas e de tecidos moles. Em estdgios
mais avangados, a osteoartrite € caracterizada por grande perda da integridade condral,
resultando em dor, deformagdes dsseas, esclerose subcondral, redu¢ao da mobilidade e
da func¢do articular. Em cavalos de esportes e na osteoartrite a cartilagem articular é
intensamente danificada (Schlueter & Orth, 2004; Mcilwraith, 2005%). Na osteoartrite
sdo encontrados diversos mediadores pro-inflamatdrios catabdlicos. Tais mediadores
sao determinantes no desenvolvimento da doenca e compdem um importante método de
avaliacdo do grau de implicacdo articular (Bertone et al., 2001; Sutton et al., 2009). As
interleucinas sdo responsaveis pelo aumento de prostaglandinas no liquido sinovial,
estas causam a sensibilizacdo de terminagdes sensoriais nervosas, aumento da dor e
degradacao da matriz extracelular do tecido condral (Schlueter & Orth, 2004)

A auséncia de vasculatura, que resulta no nao fornecimento para o tecido de
células progenitoras provenientes do sangue, e o lento mecanismo de “turnover” da
cartilagem articular implicam em mecanismos de reparacdo insatisfatorios, com
formacdo exclusiva de tecido fibrocartilaginoso e manutencdo da inflamacdo articular
(Schlueter & Orth, 2004; Mcilwraith, 2005%). Diversas técnicas cirdrgicas e terapias
medicamentosas que recuperem a integridade estrutural e funcional da cartilagem
hialina articular sdo pesquisadas, mas ainda sem o completo sucesso (Schlueter & Orth,
2004; Mcilwraith, 2005%). O tratamento de lesdes condrais com plasma rico em
plaquetas (PRP) demonstra ser promissor, com resultados satisfatérios representa uma
alternativa terapéutica (Vinatier et al., 2009; Carmona et al., 2011).

O PRP € um biomaterial aut6logo, rico em fatores de crescimento, com acao
quimiotdxica, mitogénica, angiogénica, analgésica e antiinflamatéria. Os fatores de

crescimento liberados pelas plaquetas, concentradas no PRP, exercem grande influéncia
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no processo de reparacio e cicatrizagdo, sendo uma ferramenta de grande utilidade no
auxilio ao tratamento de enfermidades ortopédicas (Maia, 2008; Carmona et al., 2011).
A obtencdo do PRP ¢ relativamente simples e ndo onerosa. Consiste, basicamente, em
centrifugacdes do sangue total. Diversos fatores de crescimento sdo capazes de acelerar
e modular os processos de reparacdo, atuando na proliferacdo celular, diferenciacdo e
formacdo de matriz extracelular (Carmona et al, 2009; Fortier et al., 2010). Acredita-se
que o PRP seja ainda capaz de bloquear a expressao de fatores nucleares e a acdo de
moléculas pré-inflamatérias, como as interleucinas, atuando de forma antiinflamatoéria e
analgésica (El-Sharkawy et al., 2007). A aplicac@o intralesional ou intra-articular do
PRP reduz os sinais clinicos da osteoartrite, acelera a reparacao e nao apresenta nenhum

tipo de efeito indesejavel (Carmona et al., 2011).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu
(Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria) e no Instituto de Biociéncias
(IB), UNESP, Campus de Botucatu (Departamento de Imunologia e Departamento de
Histologia). A metodologia adotada durante o desenvolvimento do presente trabalho foi
aprovada pela Camara de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Botucatu, em 17
de Dezembro de 2008, sob protocolo 256/2008.

Foram utilizados quatro equinos adultos, clinicamente higidos, com trés a quatro
anos de idade, divididos em dois grupos (Grupo 1 — Gl e Grupo 2 — G2). As
articulacdes femoropatelares de ambos os membros pélvicos (direito e esquerdo) desses
animais foram abordadas por cirurgia artroscopica para a realizacdo de um defeito
condral e submetidas a tratamento conforme o grupo: G1 receberam implante autélogo
de plasma rico em plaquetas (PRP) de forma intralesional e injecdes intra-articulares. O
G2 foi o grupo controle do experimento, tratado apenas com solucdo fisioldgica,
seguindo os mesmos procedimentos realizados para o G1.

O procedimento artroscopico para a inducdo das lesdes condrais foi considerado
como tempo zero do experimento (T-0). Foram estabelecidos dois portais, de acordo

com a técnica descrita por Mcilwraith (2005). Pelo portal artroscépico primdrio foi
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inserida a dptica para inspe¢ao articular, e, pelo portal instrumental foi realizada a lesdo
condral, o implante dos tratamentos e a coleta das amostras para os exames
histopatoldgicos e histoquimicos. A lesdo condral foi realizada na tréclea medial do
fémur, o mais proximal possivel e evitando o sulco intertroclear, criada com o auxilio de
brocas motorizadas, com desgaste suficiente para obter a dimensdo da lesdao condral
desejada. As lesdes foram induzidas apenas retirando totalmente a cartilagem hialina,
nio havendo abrasdo, perfuracdo ou sangramento do osso subcondral, e apresentavam
um centimetro de didmetro.

O PRP foi processado conforme Vendramin et al. (2006). Foram coletados 80
mL de sangue dos dois eqiiinos de G1 através da venopuncao jugular, acondicionados
em tubos com citrato de sédio a 3,8% e submetidos a duas centrifugacdes seriadas com
crescente velocidade de rotacdo. O PRP deve possuir uma contagem igual ou maior que
300.000 plaquetas/uL. para a viabilidade de utilizacdo, verificado por contagem
microscOpica em camara de Neubauer espelhada. O procedimento artroscOpico para o
tratamento intralesional foi realizado 30 dias ap6ds (T-30) a indugdo das lesdes em T-0.
Em T-30, no Gl os tratamentos foram realizados com o PRP em forma de gel,
permitindo a fixacdo do tratamento no leito receptor. Para isso, no momento da
aplicacdo foi adicionado ao PRP 5% de cloreto de célcio®® a 10% e 5% de trombina
bovina®’ para formacgdo do gel de fibrina e ativacdo plaquetdria. A articulagdo em T-30
foi insuflada com géds carbdnico ao invés de fluido estéril, permitindo assim o implante
do gel. As outras aplicagdes de PRP foram realizadas através de injecdes intra-
articulares, na articulacdo femoropatelar, entre o ligamento patelar médio e patelar
medial, com uma seringa descartdvel portando 10 mL de plasma rico em plaquetas para
cada articulacdo, em forma liquida, sem a adicdo de trombina. As aplicagdes intra-
articulares foram realizadas a cada 15 dias ap6és T-30, em um total de trés aplicag¢des (T-
45, T-60 e T-75).

A coleta do liquido sinovial para as andlises foi realizada em T-0, T-15, T-30, T-
45, T-60, T-75, T-90, T-120 e T-150 para os dois grupos. O liquido sinovial foi coletado
da articulacdo femoropatelar, entre o ligamento patelar médio e patelar medial,

depositado em frascos com EDTA e sem EDTA para todas as andlises realizadas. A

?® Calcium Chloride Solution, Sigma — Aldrich, Sigma Life Science, Brasil.
%’ Thrombin from bovine plasma, lyophilized powder, 600-2,000 NIH units/mg protein (biuret) - Aldrich,
Sigma Life Science, Brasil
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andlise do liquido sinovial foi dividida em quatro categorias: exame fisico, exame
quimico, exame citolégico e quantificacdo de prostaglandina E, (PGE;). No exame
fisico, o aspecto e a viscosidade do liquido sinovial foram avaliados no momento da
coleta. No exame quimico, foram avaliadas, com fitas reagentes de teste répidozg, a
quantidade de proteina e a glicose. Ainda no exame quimico, o fibrinogénio foi dosado
pelo método de Jain (1993). No exame citolégico foi efetuada a contagem global e
diferencial de células nucleadas. Os leucdécitos foram quantificados em porcentagens.

A determinacdao da concentracdo da prostaglandina E, (PGE,) sinovial foi
realizada através de teste imunoenzimatico utilizando um “kiz” ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) comercia129, de acordo com as instrucdes observadas na bula do
produto. A absorbancia foi lida em comprimentos de 450 nm em leitor de microplaca
ELISA, e sendo correlacionada a um padrdo com variacdo de 18 a 2500 pg/mL. As
amostras que se apresentaram fora dessa faixa de resultados foram re-analizadas apds
nova diluicdo. A curva de regressdo da andlise e a conversdao das densidades Opticas
obtidas na leitura foram realizadas com o auxilio de um software®”.

Os grupos foram avaliados clinicamente, imediatamente antes da realiza¢do do
defeito de cartilagem por artroscopia (T-0) e em T-15, T-30, T-45, T-60, T-75, T-90, T-
120 e T-150, quanto a claudicacdo, graduada em escores de 0 a 5 segundo Stashak
(2006). Foram realizados testes de flexdo for¢cada na articulagdo femorotibiopatelar nos
dois grupos. Havendo exacerbacgao da claudicacdo apds a flexao, era realizada uma nova
graduacao do escore. No procedimento artroscopico de T-0 e T-150 do experimento os
dois grupos foram abordados para a avaliagdo macroscopica da cartilagem articular. Em
T-150, na regido onde foi realizada a lesdo condral, foram avaliadas as superficies
articulares (cartilagem) da tréclea medial do fémur, quanto ao aspecto geral da
superficie cartilaginosa, aspecto do tecido cicatricial, além da palpacdo local indireta
com um obturador rombo, verificando a consisténcia do tecido neoformado. Nesses
mesmos momentos foram realizadas as coletas de amostras para as andlises

histopatoldgicas e histoquimicas.

28 Combur 10 Test M, Cobas, Roche, Brasil.

29 Kit Parameter™ PGE2, PGE2 Assay. R&D Systems, Inc. Minneapolis, EUA. Distribuido por LGC Biotecnologia,
Sé&o Paulo, Brasil.

%0 Instat Graph Pad Instat.
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Para a realizacdo das andlises histopatoldgica e histoquimica, os cortes foram
processados pelas técnicas habituais de desparafinizacdo e corados pelos métodos de
Hematoxilina-Eosina (H&E), Picrosirius Red e Azul de Toluidina. A andlise das
laminas foi realizada por microscopia éptica e em microscopio de polarizacdo para as
laminas coradas com Picrosirius, sem o prévio conhecimento dos grupos a que
pertenciam cada lamina. Para a avaliacdo das alteracOes histopatoldgicas e
histoquimicas da reparacdo da cartilagem lesada foram considerados os seguintes
aspectos: predominancia de condrdcitos, organizacao celular e tecidual da cartilagem,
qualidade da matriz extracelular, presenca de fibras coldgenas e fibrose (Wilke et al.,
2007).

As andlises estatisticas foram realizadas separadamente, comparando os grupos
dentro de cada tempo e os tempos dentro de cada grupo. Para as afericdes numéricas
(contagem de células nucleadas, contagem relativa de mononucleares, linfécitos e
neutréfilos) foi realizada, de forma separada, a anélise de variincia entre os tratamentos
com medidas repetidas no tempo (Two Way Repeated Measures ANOVA) e o Teste de
Tukey para comparacao de médias, sendo que as médias foram inseridas nas tabelas e
os valores de p nas legendas das mesmas. Para as afericbes em escores (proteina,
fibrinogénio e claudicacdo) foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
comparando individualmente os tratamentos em cada tempo e separadamente,
comparando os tempos dentro de cada tratamento. Quando houve diferenca estatistica
significativa (p<0,05) foi realizado o Teste de Tukey para comparacdo das medianas,

sendo que, neste caso, os valores de p estdo inseridos nas tabelas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo nao foi adotada a lesdo do osso subcondral, sendo apenas exposta a
sua superficie. A perfuracdo ou abrasido do osso subcondral induz a migracdo de células
e dos fatores de crescimento provenientes da vasculatura subcondral e da medula éssea
para o local da lesao, além disso, facilita a adesdo do codgulo de fibrina (Vinatier et al.,
2009; Fortier et al., 2010). Sendo assim, a perfuracdo do osso subcondral nesse estudo
iria, de forma significativa, interferir na avaliacdo dos efeitos do tratamento proposto,

sendo, portanto invariavelmente evitada.



218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249

A média de plaquetas quantificadas no PRP foi de 362.350 plaquetas/ pL, o que
representou uma taxa de enriquecimento plaquetario médio de 106,5% ou um aumento
de duas vezes a concentracdo de plaquetas do sangue total para o PRP. Concentracdes
acima de 500.000 plaquetas/pul. ou um enriquecimento trés vezes superior aos valores
plaquetdrios basais, como recomenda parte da literatura, ndo foram alcangadas (Marx et
al., 1998; Maia, 2008). A utilizacdo do PRP durante o experimento foi viabilizada ja que
concentracdes maiores ou iguais a 300.000 plaquetas/puL. sao adequadas para equinos,
expressando uma concentracao suficiente de fatores de crescimento e sendo eficazes
quando utilizado em diferentes terapias (Foster et al., 2009; Mccarrel & Fortier, 2009;
Carmona et al., 2011).

A aplicacgao intralesional dos tratamentos em T-30 foi realizada com o auxilio de
agulha modelo Komiyashiki 11G. Essa agulha permitiu a adequada aplicacdo do
composto em fase final de gelificacdo. Desse modo, ndo foram observadas obstrucdes
da agulha pelo tratamento ja gelificado ou aplicacdo exacerbada do implante fora do
local da lesdo, além disso, esse modelo de agulha possui, sem o trocater, a ponta romba
e ndo ocasionou danos adicionais na cartilagem articular. A distensdo articular com gas
carbonico permitiu, de forma satisfatoria, a fixacdo do gel no leito receptor.

A utilizagdo de 5% de cloreto de calcio a 10% e a utilizagdo de um ativador de
fibrina igualmente a 5% na amostra previamente separada para o tratamento, foi
suficiente para a formagdo e adesdo do gel de fibrina. A adi¢do de trombina ao PRP
resultou na polimerizagdo do fibrinogénio em fibrina, que é uma proteina adesiva
(Roussy et al., 2007). O cloreto de célcio demonstrou ser um fraco ativador plaquetdrio.
Sua principal funcdo é antagonizar o anticoagulante utilizado, permitindo a formacao do
gel. J4 a trombina é um potente ativador, degranulando a maior parte dos granulos
intraplaquetarios, que liberam todo o seu conteido (Everts, 2006). O gel de PRP,
formado a partir da adicio de trombina, tem sido utilizado com arcaboucgo
tridimensional em tratamentos de lesdes da cartilagem articular. A facilidade de
aplicacdo, a polimerizacdo e a elevada aderéncia no local da lesdo sdo vantagens
apresentadas na utilizacdo desse gel. Além disso, o gel retine uma variedade de fatores
de crescimentos, que favoreceram a diferenciacdo condrogénica (Wilke et al., 2007).

Os beneficios da aplicacdo intralesional e intra-articular de PRP refletiram-se na

redugdo dos sinais clinicos associados a osteoartrite. O G1 apresentou menores escores
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de claudicacdo quando comparado ao G2 (Tab. 01), mesmo apds a flexdo forcada
(p<0,05). Ambos os grupos apresentaram aumento da claudicacdo apds a flexdo
forcada. Carmona et al., (2009) observaram melhora no grau de claudicacdo em animais
portadores de artropatias apds a terceira aplicagdo intra-articular de PRP. Em acordo
com o estudo citado anteriormente, G1 apresentou melhora evidente de claudicacdo
ap6s a segunda aplicacdo de PRP intra-articular, realizadas em T-45, T-60 e T-75.
Injecdes intraarticulares de plasma rico em plaquetas sao comprovadamente benéficas e
eficazes na redugdo da claudica¢do em equinos (Carmona et al., 2009; Lopez-Vidriero
et al., 2010; Carmona et al., 2011). Nao foram observadas reagdes clinicas indesejaveis
no grupo tratado com PRP.

No exame do liquido sinovial, o aspecto e a concentragdo de glicose nao
apresentaram diferencgas significativas entre os grupos e momentos analisados, variando
dentro dos padrdes normais para a espécie. Houve um decréscimo da viscosidade
apenas apdOs os procedimentos artroscopicos, em T-15 e T-45. Para a proteina e
fibrinogénio, quando foram comparados os tratamentos em cada tempo, nao se observou
diferenca estatistica significativa (p>0,05). As concentragdes de proteina e fibrinogénio
foram elevadas apenas ap0s as cirurgias, variando entre os momentos analisados. A
sinovite decorrente das artroscopias resulta em efusdo de liquido sinovial, influxo de
proteinas, fibrinogénio e leucdcitos (Stashak, 2006).

No exame citolégico do liquido sinovial, as maiores médias da contagem global
de células nucleadas foram observadas nos momentos T-15 e T-45. Na quantificacdo
relativa de células mononucleares houve diferenca estatistica entre os tratamentos
realizados (p=0,008), e entre os tempos analisados (p<0,001) (Tab. 02). O G2
apresentou menor contagem relativa de células mononucleares quando comparado ao
G1 (p<0,001). O liquido sinovial normal deve apresentar grande quantidade de células
mononucleares (> 80%) derivadas de mondcitos sanguineos, sinovidcitos e macréfagos
teciduais. O decréscimo da contagem de células mononucleares pode representar graus
variados de sinovite e osteoartrite (Stell, 2008; Pozzobon et al., 2009), o que
provavelmente ocorreu com o grupo controle. Em T-45, o G2 apresentou um aumento
significativo da porcentagem de linfécitos (Tab. 03), o que pode ter sido resultante de
reacdo adversa a trombina, ao cloreto de célcio ou menos provavel, ao proprio PRP. A

porcentagem de neutréfilos pode predizer a magnitude da inflamacdo (Stell, 2008;
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Pozzobon et al., 2009). Nesse estudo, o G2 apresentou porcentagens discretamente mais
elevadas de neutréfilos quando comparado ao G1 (Tab. 04), refletindo maior inflamacgao
articular. O GI1 apresentou resultados sutilmente melhores nas andlises do liquido
sinovial. O PRP, apesar de possuir efeito anti-inflamatério, também ativa citocinas,
aumenta a permeabilidade vascular e realiza quimiotaxia sobre mondcitos, podendo
explicar os valores relativos variados encontrados na analise do liquido sinovial no G1
(El-Sharkawy et al., 2007; Vinatier et al., 2009). O G2 manteve maior inflamacao
articular, comprovada pela reducdo de células mononucleares e pelo maior valor
relativo de neutréfilos.

Na quantificacdo de prostaglandina, houve diferenca estatistica entre os grupos e
entre os tempos de andlise durante o experimento (p<0,001) (Tab. 05). G2 apresentou 0s
menores valores de PGE; e o G1, os maiores. Houve um padrdo de acréscimo da
concentracdo de PGE; em T-15 e T-45. O resultado observado para a concentracdo de
prostaglandina se confronta com os achados dos exames clinicos, onde o G1 apresentou
os menores graus de claudicacdo. Esse fato pode ser explicado em conceitos descritos
por Grauw et al., (2006). Esses autores observaram que articulagcdes acometidas por
diversas doencas articulares, apresentando concentracdes elevadas de PGE, ndo
apresentavam, necessariamente, melhora do grau de claudicagcdo apds a anestesia intra-
articular, sugerindo que a PGE, poderia ndo estar relacionada com o grau de
claudicacdo. Além disso, apesar do efeito antiinflamatério do PRP, plaquetas
degranuladas em lesdes tissulares também sdo capazes de ativar alguns tipos de
citocinas, alterando a composi¢do e homeostasia do liquido sinovial (El-Sharkawy et al.,
2007; Vinatier et al., 2009), o que também poderia explicar valores mais altos de
PGE;.

No 150° dia apdés a indugdo das lesdes foram observadas sinovite e
irregularidades ao redor da lesdo, principalmente no G2. O G1 apresentou melhor tecido
cicatricial macroscopico quando comparado ao G2 (Fig. O1). Os resultados apresentados
na inspecdo macroscopica das lesdes tratadas corroboram com dados encontrados na
literatura, onde pesquisas que utilizaram o PRP no tratamento de lesdes condrais
induzidas ou de ocorréncia natural observaram a formacdo de um tecido cicatricial
branco, liso, aparentemente fibroso e bem aderido, preenchendo completamente as

falhas de cartilagem. As lesdes condrais que ndo foram submetidas a esses tratamentos
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apresentaram falha do preenchimento e manuten¢do da degradacdo da cartilagem
articular (Wilke et al., 2007; Mcilwraith et al., 2010; Raheja et al., 2011).

Os dois grupos apresentaram formacdo de fibrocartilagem, com diferentes
intensidades de fibrose cicatricial e feixes de fibras coldgenas desorganizadas no local
onde foi induzida a lesdo (Fig. 02). Houve perda de celularidade, desorganizacdo da
matriz interterritorial e da disposicdo celular. O G2 apresentou predominantemente
células fibroblastéides. Pdde ser observada melhor organizacao tecidual e maior nimero
aparente de condrdcitos nos tecidos cicatriciais de G1. Nos cortes corados com
Picrosirius Red foi confirmada a presenca de grande quantidade de fibrose nos dois
grupos. Porém, nas imagens polarizadas de G1, pode-se observar a predominéncia de
fibrose em fase inicial, com predominancia de coldgeno tipo III (verde). O G2
apresentou feixes de fibras mais espessas e predominancia de coldgeno tipo I (amarelo).

Nos cortes corados com Azul de Toluidina o G1 apresentou marcagdo moderada
e irregular, enquanto os cortes de G2 ndo se coraram pelo Azul de Toluidina. Essa
resposta ao tratamento pode ser decorrente da capacidade do PRP em reduzir a resposta
inflamatéria e inibir enzimas catabdlicas, favorecendo a organizagdo do coldgeno, a
migracdo e a proliferacdo celular (Carter et al., 2003). A presenca de fatores de
crescimento em abundincia no PRP estimula a produgdo de proteoglicanos pelos
condrdcitos e acelera a reparagdo tecidual (Gaissmaier et al., 2008), o que esclarece a
melhora no aspecto histoquimico dos cortes corados com Azul de Toluidina no GI1. A
melhora morfolégica no G1 foi, sem duvida, resultante dos efeitos mitogénicos,

quimiotéxicos e proliferativos do PRP (Fortier et al., 2010; Milano et al., 2010).

CONCLUSAO

O tratamento das lesdes experimentais com PRP melhorou o aspecto
macroscopico do tecido de reparacdo em relacdo ao grupo controle. O PRP reduziu os
escores de claudicacdo dos animais tratados, sendo clinicamente benéfico no tratamento
das lesdes experimentais. O tratamento ndo minimizou de forma significativa o grau de
inflamacao articular, observada pelas andlises do liquido sinovial e pela concentracao de
PGE2 no liquido sinovial. Os animais tratados demonstraram melhor aspecto
histopatoldgico e histoquimico, com a morfologia mais préxima a cartilagem normal,

quando comparados ao grupo controle. O PRP foi benéfico e eficaz no tratamento de
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lesdes condrais induzidas. A correta utilizagdo e objetivos definidos tornam essa terapia

promissora no tratamento de lesdes articulares no equinos.
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441  Tabela 01: Mediana dos escores de claudicacdo e valores de p do grupo 1 e grupo 2 nos
442  tempos do experimento.

TEMPO
GRUPO P
0 15 30 45 60 75 90 120 150
Gl 0,0 0,5 0,5 2,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
+0 +0,5 +05 +0 +0 +0 +0 +0 +0 <0,001
Aa Aa Aa Aa Aa Ab Ab Ab Ab
G2 0,0 10 1,0 1,5 2,0 2,0 2,0 1,0 0,5
+0 10 ABa +0,5 +0,9 +0 +0 +0 +0 +0,5 <0,001
Ba B ABa ABa Aa Aa Aa ABab ABab
p 1,000 0,565 0,019 0,094 0,002 0,002 0,006 0,007 0,023

443  *Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. *Medianas seguidas pela mesma letra mintscula na
444  coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).
445  *Resumo descritivo das medianas seguidas pelo desvio padrio (+).

446

447

448  Tabela 02: Média relativa de células mononucleares, em porcentagem, no liquido
449  sinovial do grupo 1 e grupo 2 em todos os tempos do experimento.

TEMPO .
GRUPO 0 15 30 45 60 75 90 120 150 Média

91,2 91,2 93,5 53,8 83,5 46,8 76,2 84,0 45,5

Gl 162 47 £17 4354 £33 539 4213 121 4521 /39ab
o 780 665 92 640 810 588 545 468 208 o
180 475 4398 430 4150 4298 442 374 2311 ,
N 879 824 848 684 785 521 574 708 538

A AB A AB AB B AB AB B
450  *Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way repeated
451  measures ANOVA). * Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na
452  linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). *Resumo descritivo
453  das médias seguidas pelo desvio padrio ().
454 *p tratamento = 0,008; p tempo <0,001; p interagcdo tratamento x tempo = 0,163.

455

456

457



458
459

460
461
462
463
464

465
466
467

468
469
470
471
472

473
474
475

476
477
478
479
480

15

Tabela 03: Média relativa de linfécitos, em porcentagem, no liquido sinovial do grupo
1 e grupo 2 em todos os tempos do experimento.

TEMPO Média
GRUPO 0 15 30 45 60 75 90 120 150
7,0 6,2 6,5 45,8 13,5 2,2 23,0 13,5 3,2 13.4
Gl1 +2.5 +2.5 +1,7 +35,7 +2.5 +2.8 +20,4 +14,5 +4.7 ’
Ba Ba Ba Aa Ba Bb Aab Ba Ba
14,2 19,5 10,8 8,5 16,0 30,8 3,5 17,2 27,0 16.4
G2 +3,7 +6.4 +7.5 +5.6 +13,8 +31,4 +2.3 +16,2 +37,2 ’
Aa Aa Aa Ab Aa Aa Ab Aa Aa
Média 8,2 10,6 7,6 16,8 10,9 13,1 21,7 18,8 12,7

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way repeated
measures ANOVA). * Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na
linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). *Resumo descritivo
das médias seguidas pelo desvio padrdo (%).

*p tratamento = 0,070; p tempo = 0,073; p interacdo tratamento x tempo = 0,003.

Tabela 04: Média relativa de neutréfilos, em porcentagem, no liquido sinovial do grupo
1 e grupo 2 em todos os tempos do experimento.

TEMPO
GRUPO Média

0 15 30 45 60 75 90 120 150
1,8 2,5 0.0 0,5 3,0 0,0 0,5 1,5 1,2

G1 +3,5 +3.8 +O,Aa +1,0 +0,8 +0 +1,0 +3,0 +1,5 1,2
Aab Abc - Aa Aa Aa Ab Aa Aa
10,0 14,0 5,0 2,5 3,0 7.8 3,8 10,0 1,2

G2 +0,8 +13,8 +4.5 +5,0 +1,15 2.2 +2.9 +16,8 +2.5 6,4
ABa Aa ABa Ba ABa ABa ABab ABa Ba
Média 4,5 6,9 1,3 2,3 4.4 3.1 4.4 3,7 2,2

*Andlise de varidncia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way repeated
measures ANOVA). * Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na
linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). *Resumo descritivo
das médias seguidas pelo desvio padrio ().

*p tratamento<0,001; p tempo = 0,106; p interagdo tratamento x tempo = 0,049.

Tabela 05: Média da concentracdo de PGE; no liquido sinovial do grupo 1 e grupo 2
em todos os momentos do experimento.

TEMPO

GRUPO Média
0 15 30 45 60 75 90 120 150
G2 508,3 7640 6302 1411,1 1070,2 12772 2076,5 1419,2 1382,7 1111’0
921,9
G4 3952 498,6  476,0 1472,7 1597,7 7253 855,2 1405,9 870,9 ab

489,9 5832  502,2 1284,4 1302,1 1019,5 1600,5 1175,6 1125,9

Média C BC C A A ABC A AB AB

*Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo (Two way repeated
measures ANOVA). * Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na
linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). *Valores em
picogramas por mililitro. *Resumo descritivo das médias

*p tratamento=0,013; p tempo<0,001; p interacdo tratamento X tempo = 0,127.
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Figura 01: Imagens artroscépica das articulagdes em T-150. Palpacao
e exame com a “probe” do tecido cicatricial preenchendo
completamente a lesdo no G1 (A). Remoc¢do do tecido neoformado
para a bidpsia com auxilio de pinga tipo “Ferris-Smith”. O tecido
cicatricial esta bem aderido as bordas da lesdo no G1 (B). Falhas de
preenchimento (setas), irregularidade (setas), fibrilacdes, pouca
formacao de tecido cicatricial € manutencdo da degradacgado articular
no G2 (Ce D).
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1 e

Figura 02: Fotomicroscopia de luz de G1 (A) e G2(D); H&E. Formagdo de tecido
fibrocartilaginoso, porém com maior predominincia de condrécitos no Gl.
Fotomicroscopia de luz de G1 (B) e G2(E); Azul de Toluidina. Marcag¢do irregular em
G1 e nenhuma marcagdo em G2. Fotomicroscopia de luz polarizada de G1 (C) e G2(F);
Picrosirius Red. O G2 apresenta fibras espessas e predominincia da cor amarela ou
vermelha (coldgeno tipo I). O G1 apresenta fibras mais finas e predominancia da cor

verde (coldgeno tipo III). Objetivas 20x.
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