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RESUMO

SOUSA, J. F. Avaliacdo do plasma rico em plaqguetas e do acido hialurénico no
tratamento da osteoartrite induzida em articulagfes temporomandibulares de
coelhos. 2026. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2026.

A osteoartrite (OA) da articulacdo temporomandibular (ATM) apresenta elevado grau
de morbidade, frequentemente demandando reconstru¢cdes complexas. O diagndstico
precoce possibilita terapias minimamente invasivas, como a infiltracédo intra-articular
de &cido hialurénico (AH) ou plasma rico em plaquetas (PRP). Este estudo objetivou
avaliar a efetividade do AH e do PRP no controle da OA induzida em ATMs de coelhos.
Foram utilizados 18 coelhos albinos (Oryctolagus cuniculus), distribuidos em grupos
experimentais. A OA foi induzida mediante infiltragdo intra-articular de
monoiodoacetato de sddio (MIA) na concentracdo de 3 mg/ml. ApGs quatro semanas,
0s animais foram submetidos aos protocolos de tratamento: o grupo controle avaliou
a progressédo da patologia, enquanto os grupos testes receberam infiltragcbes de AH
ou PRP. As articulagbes foram analisadas por meio de avaliagbes macroscoépicas,
microtomografia computadorizada (microCT), analises histolégicas,
histomorfométricas e imuno-histoquimicas nos periodos de 6 e 8 semanas poés-
inducdo. Os resultados demonstraram que o0s grupos tratados com AH e PRP
apresentaram preservacao estatisticamente relevante da integridade da superficie
articular em comparacao ao grupo nao tratado. A andlise por microCT revelou menor
erosdo 0ssea subcondral nos grupos de intervencdo, enquanto a histomorfometria
confirmou a manutencdo das camadas condilares e maior celularidade nos tecidos
tratados. Conclui-se que as terapias minimamente invasivas com acido hialurénico e
concentrados plaquetarios sao eficazes na atenuacdo da progressao da osteoartrite
da ATM em modelo experimental, demonstrando potencial condroprotetor e auxiliando

na manutencao da homeostase articular.

Palavras-chave: articulacdo temporomandibular; osteoartrite; acido hialurdnico;

plasma rico em plaquetas; inje¢des intra-articulares; modelos animais de doencas.



ABSTRACT

SOUSA, J. F. Evaluation of platelet-rich plasma and hyaluronic acid in the
treatment of induced osteoarthritis in rabbit temporomandibular joint. 2026.
Dissertacao (Mestrado) — Sado Paulo State University (UNESP), School of Dentistry,
Aragatuba, 2026.

Osteoarthritis (OA) of the temporomandibular joint (TMJ) presents a high degree of
morbidity, often requiring complex reconstructions. Early diagnosis enables minimally
invasive therapies, such as intra-articular infiltration of hyaluronic acid (HA) or platelet-
rich plasma (PRP). This study aimed to evaluate the effectiveness of HA and PRP in
controlling induced OA in rabbit TMJs. Eighteen male New Zealand white rabbits
(Oryctolagus cuniculus) were used and distributed into experimental groups. OA was
induced by intra-articular infiltration of sodium monoiodoacetate (MIA) at a
concentration of 3 mg/ml. After four weeks, the animals underwent treatment protocols:
the control group evaluated the progression of the pathology, while the test groups
received HA or PRP infiltrations. The joints were analyzed through macroscopic
evaluations, micro-computed tomography (microCT), histological, histomorphometric,
and immunohistochemical analyses at 6 and 8 weeks post-induction. Results
demonstrated that the groups treated with HA and PRP showed statistically significant
preservation of the articular surface integrity compared to the untreated group.
MicroCT analysis revealed lower subchondral bone erosion in the intervention groups,
while histomorphometry confirmed the maintenance of condylar layers and higher
cellularity in the treated tissues. It is concluded that minimally invasive therapies with
hyaluronic acid and platelet concentrates are effective in attenuating the progression
of TMJ osteoarthritis in an experimental model, demonstrating chondroprotective
potential and assisting in the maintenance of joint homeostasis.

Keywords: temporomandibular joint; osteoarthritis; hyaluronic acid; platelet-rich

plasma; injections, intra-articular; disease models, animal.
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é doenca articular crénica (Vanelli et al., 2010),
caracterizada por sinovite, degradacao progressiva da cartilagem e remodelacéo do
0sso subcondral (Wang et al., 2012). A OA da articulacdo temporomandibular (ATM)
€ uma doenca ainda sem um tratamento especifico disponivel (Yun et al., 2023) e
apresenta uma elevada prevaléncia na populacdo (Huang et al.,, 2022) e é
especialmente comum em pacientes do sexo feminino (Wang et al., 2012). De acordo
com os Critérios de Diagnostico para as Disfungbes Temporomandibulares -
(DC/TMD) (Schiffman et al., 2014), as doencas degenerativas que afetam a ATM, sao
caracterizadas pela deterioracéo dos tecidos articulares associado com alteracdes do

tecido 6sseo na regido da cabeca da mandibula e da eminéncia articular.

Clinicamente os pacientes portadores de OA apresentam crepitacdo como
ruido articular nos movimentos mandibulares e ao exame de imagem, constata-se
presenca de aplainamento e erosdo das superficies articulares, cistos subcondrais,

esclerose e ostedfitos (Mercuri, 2008).

Os fatores que levam ao desenvolvimento das OA ndo sdo totalmente
conhecidos até o momento, mas sabe-se que uma série de alteracBes metabdlicas
ocorrem para o aparecimento dessa patologia, € a nivel celular, ocorre um
desequilibrio entre a sintese e a degradacdo dos condrdcitos, e consequentemente
da matriz da cartilagem que levam a perda da integridade da fibrocartilagem articular

ao longo do tempo (Goldring, 2000).

O estresse mecanico excessivo desempenha um papel importante (Zhang et
al., 2023), este pode levar a infiltracdo de mediadores inflamatérios originarios da

sindvia, causando, por fim, defeitos no metabolismo da cartilagem (Song et al., 2020).
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1.1 Opgdes de tratamento minimante invasivos

A abordagem das alteracbes degenerativas articulares é de fundamental
importancia para evitar que a doenca progrida, levando a situacdes graves como
reabsor¢cfes condilares severas até casos de fibroaquilose articular, que demandam
procedimentos de salvacdo para a ATM, através da substituicdo das estruturas

articulares por proteses e enxertos 0Sseos.

Entretanto, quando os quadros de OA sédo diagnosticados de forma precoce, o
tratamento a ser instituido tende a ser menos invasivo, inclusive sendo bastante

efetivo para estes casos (Tanaka; Detamore; Mercuri, 2008).

Atualmente estdo em andamento varios esforgos de pesquisa para desenvolver
estratégias de tratamento eficazes para a OA da ATM. Dentre os chamados
tratamento minimamente invasivos, a literatura apresenta como opc¢des terapéuticas
a artrocentese (Nitzan; Price, 2001), a artroscopia da ATM (Murakami; Clark, 1993), a
infiltracdo intra-articular com acido hialurénico (AH) (Goiato et al., 2016) bem como

fatores de crescimento (como o plasma rico em plaquetas — PRP) (Hegab et al., 2015).

Pesquisas estdo sendo realizadas para estabelecer o papel e a eficacia destas
medicacbes em joelhos com infiltracdes intra-articulares de AH (Chavda; Rabbani;
Wadhwa, 2022; Nouri et al., 2022; Sconza et al., 2023), glicocorticdide (Tschopp et al.,
2023), ozbnio (Raeissadat et al., 2021), PRP (lvander; Anggono, 2024; Nouri et al.,
2022; Raeissadat et al., 2021; Testa et al.,, 2021; Tschopp et al.,, 2023) e
polinucleotideos (Dallari et al., 2020; Stagni et al., 2021; Vanelli et al., 2010) sendo

necessario o avango cientifico em outras articulagdes.

Apesar de varios trabalhos descreverem uma melhora clinica dos pacientes
com OA com a infiltracdes de AH" ou PRPT usados isoladamente ou em combinacdes

* Trabalhos que relatam melhora clinica em pacientes com OA tratados com AH: Chung; Lin; Chang,
2019.

T Trabalhos que relatam melhora clinica em pacientes com OA tratados com PRP/PRF: Xiong et al.,
2023; Haddad et al., 2023; Gutiérrez; Sabado-Bundo; Gay-Escoda, 2022.
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(AH + PRP)#*, outras pesquisas questionam sua eficacias. No entanto sdo escassos 0S

estudos que avaliam este beneficio em nivel histolégico.

A possibilidade de uso das infiltracdes intra-articulares para o controle das OA
que afetam a ATM é de grande interesse pois com procedimentos pouco invasivos

seria possivel o controle dessas doencas.

1.1.1 Acido hialurénico

O acido hialurénico é o principal componente do liquido sinovial e da cartilagem
articular, e tem papel importante na lubrificacdo da articulacdo, protecdo da
fibrocartilagem, nutricdo das partes avascular do disco e tem papel estrutural na
formacao da cartilagem (Altman et al., 2015).

Estudos recentes mostraram a importancia da lubrificacdo da articulacdo em
seu correto funcionamento, levantando a hipotese de que problemas nesse sistema
de lubrificagdo exercem importante papel no desenvolvimento das osteoartrites
(Guarda-Nardini et al., 2007). As alteracdes correspondentes na biomecanica e no
metabolismo da ATM induzem a um ciclo vicioso de deterioracdo da cartilagem
quando o AH no fluido sinovial é alterado (Xinmin; Jian, 2005). O desenvolvimento da
OA poderia ser aliviado com a reposicdo de hialuronato de s6dio. Com base nesta

possibilidade, a viscosuplementacéao foi proposta por Balazs e Denglinger (1993).

Na presenca da inflamacéo, o peso molecular e a concentracado do AH diminui
no liquido sinovial, levando a alterac6es metabdlicas e da propriedade biomecéanica
da fibrocartilagem. As funcBes de viscosidade e de barreira molecular sdo
enfraquecidas, que diminui a protecdo as moléculas de proteoglicanas da matriz de

cartilagem contra os componentes inflamatorios (Takahashi et al., 2004).

* Trabalhos que mostram que a associagdo de AH e PRP é mais eficaz que utilizados isoladamente:
Asadpour et al., 2022.

§ Trabalhos que questionam o beneficio clinico do AH: Altman et al., 2004; Boettger et al., 2011;
Jagrgensen et al., 2010. Trabalhos que questionam o beneficio clinico do PRP: Nouri et al., 2022.
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O AH exogeno além de estimular a sintese do AH enddgeno, também regula a
producao de proteoglicanas, glicosaminoglicanas e colageno, estimulando a resposta
do organismo ao reparo da fibrocartilagem e diminuindo a reacdo inflamatoria
(Goldberg; Buckwalter, 2005).

1.1.2 Concentrados plaguetarios

O uso de concentrados plaquetéarios autélogos™ intra-articulares tem sido uma
forma de tratamento bastante utilizada nos ultimos anos (Asadpour et al., 2022;
Chung; Lin; Chang, 2019; Haddad et al., 2023; Haigler et al., 2018). O objetivo da
utilizacao dos fatores de crescimento é possibilitar a aceleracéo do processo de reparo
do tecido 6sseo e tecido mole através da aplicacdo de materiais naturais de fontes

biolbgicas.

Dentre os chamados fatores de crescimento, o0 mais empregado € o plasma
rico em plaquetas. Este auxilia na sintese do AH intra-articular, na producdo de
glicosaminoglicanas pelos condrdcitos, balanceia a angiogénese e estimula a
proliferacéo celular e producéo da fibrocartilagem pelos condrécitos (Lin et al., 2018).
Entretanto, muitos trabalhos questionam o real beneficio do PRP sobre esses
processos degenerativos articulares (Haddad et al., 2023; Haigler et al., 2018;
Lacoste; Martineau; Gagnon, 2003; Xiong et al, 2023). Muitos desses
guestionamentos se devem ao fato de a liberacdo dos fatores de crescimento ser
muito rapida, atingindo altas concentracées em um curto periodo. O problema é que
essa rapida liberacdo acontece antes do crescimento dos osteoblastos e das demais
células dos tecidos articulares, limitando o efeito sobre a regeneracéo 6ssea (Lacoste;
Martineau; Gagnon, 2003). Apesar de varios trabalhos questionarem seu beneficio
clinico, outros estudos mostraram que o PRP é eficaz no manejo da OA da ATM
(Asadpour et al., 2022; Carvalho, 2018; Chung; Lin; Chang, 2019; Gutiérrez; Sabado-
Bundo; Gay-Escoda, 2022; Haddad et al., 2023; Haigler et al., 2018; Xu et al., 2023).

" Concentrados plaquetarios autélogos: Plasma rico em plaquetas (PRP), Fibrina rica em plaquetas
(PRF), Plasma rico em plaquetas leucocitario (P-PRP), Plasma rico em plaquetas pobre em leucdcitos
(L-PRP). Fonte: (Pacheco et al., 2022).
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1.2 Inducao da OA em modelo animal

O modelo de OA da ATM induzido por monoiodoacetato de sodio (MIA) (Figura
1) € o método mais amplamente relatado (Kuyinu et al., 2016; Zhao et al., 2022). Esta
técnica, minimamente invasiva, replica com eficacia as anormalidades ésseas e de
cartilagem observadas na OA humana e que permite a modulacéo da progressao e
da gravidade das lesGes articulares por meio da modificacdo da concentracao (Wang
et al., 2012).

Figura 1 — Molécula de monoiodoacetato de sddio

Na+ (O

Fonte: https://www.chembk.com

O MIA funciona suprimindo a atividade da desidrogenase do gliceraldeido-3-
fosfato, impedindo assim a glicolise e resultando na morte dos condrdcitos na
cartilagem articular (Yun et al., 2023). Quando esta substancia é injetada na
articulacdo, ele induz lesdes na cartilagem caracterizadas pela deplecdo de
proteoglicanos e deterioracdo funcional da articulacdo, espelhando o processo
patolégico observado na OA humana (Fuentes et al.,, 2017; Gduler et al., 2011). A
destruicdo condilar se apresenta de maneira dependente do tempo, incluindo
apoptose de condrocitos nos estagios iniciais, desorganizagdo subsequente da matriz
da cartilagem e erosdo do osso subcondral, fibrose, esclerose do osso subcondral e

formacao de osteofitos nos estagios finais (Wang et al., 2012).
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Quadro 1 — Métodos mais utilizados para inducdo de OA da ATM em animais

Métodos cirurgicos

Estresse mecanico da
ATM

Substancias quimicas

a) Remocéao de parte do
disco ou meniscectomia.

b) Transeccao de parte do
ligamento colateral ou
cruzado.

c) Deslocamento for¢cado
para anterior do disco
articular.

a) Abertura mandibular
repetitiva por varias horas
por dias consecutivos.

a) Injecao intra-articular de
substancia que afetam a
fisiologia articular, incluindo a
inibicdo do metabolismo dos
condrdcitos por papaina ou
iodoacetato.

b) Lesao aos ligamentos e
tendBes com colagenase.

c) Denervacéo seletiva da
articulacéo por imunotoxinas.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a efetividade do AH e do PRP no controle das OA induzida na ATM de
coelhos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a integridade da superficie osteocondral de articulacbes
temporomandibulares em coelhos apds os tratamentos minimamente

invasivos.

b) Mensurar/Comparar a efetividade do AH e do PRP no controle das OA

induzidas na ATM dos coelhos.

c) Fornecer embasamento cientifico para a correta selecdo de medicacfes

intra-articulares utilizadas no tratamento da OA.
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3 METODOLOGIA

3.1 Apreciacio do Projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais

A proposta experimental foi submetida a apreciacdo da Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia e da Faculdade de Medicina
Veterinaria do Campus de Aracatuba — UNESP, tendo sua execucdo formalmente
aprovada em 22 de agosto de 2024, sob o Processo FOA n° 319-2024. A certificacéo
emitida atesta que o protocolo esta em total conformidade com os Principios Eticos
da Experimentagdo Animal, possuindo validade até 15 de dezembro de 2025 e
relatorio final no final janeiro de 2026. O protocolo para uso de animais e documento

de aprovacao estdo anexados em apéndices ao final do trabalho.

3.2 Animais

Foram utilizados para esse estudo coelhos da raca Nova Zelandia (Oryctolagus
cuniculus), variagdo “albinus”, machos', adultos, com idade aproximada de 18
semanas e peso corporal entre 3 e 4 kg*. Os animais foram mantidos no biotério em
gaiolas individuais, em ambiente climatizado. Foram tomadas todas as medidas

cabiveis para se minimizar o sofrimento dos animais neste estudo.

Tt Coelhos machos tém um perfil hormonal mais estavel em comparagdo com fémeas, cujos niveis
hormonais flutuam durante o ciclo reprodutivo. Essas flutuagdes hormonais podem influenciar os
resultados dos experimentos, especialmente em estudos relacionados a inflamacéo e resposta imune
(Obernier; Baldwin, 2006).

# Intervalo de peso definido baseado na literatura (Giiler et al., 2011; Molinet et al., 2020).
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3.2.1 Aquisicao dos animais

Os coelhos foram adquiridos com recursos proprios dos pesquisadores em
julho de 2024, com peso médio entre 2 e 3kg, todos sem lesdes cutaneas, apatia ou

tendéncia a perda de peso (Quadro 2).

Quadro 2 - Informacdes iniciais sobre nascimento, desmame e peso dos coelhos

M M M M M M M M M M M M M
188 x 36 (3)
160 x M4 (2) | 255 x37 (1)
Acasalemto 136x58 | 186x36 | 170x36 | 279x58 | 256x69 275X69 | 224x104 | 248x69 | 255x37 | 152x37 |215xma(]270x58(1) | 169x58
Nastimente 14/04/2024 | 08/03/2024 | 30/03/2024 | 16/03/2024 | 13/04/2024 06/04/2024 | 03/05/2024 | 03/05/2024 | 03/05/2024 | 20/04/2024 | 03/05/2024 | 03/05/2024 | 03/05/2024
Animais 4 4 4 4 5 6 5 4 5 5 4 5 5
D 14/05/2024 | 09/04/2024 | 07/05/2024 | 16/04/2024 | 14/05/2024 07/05/2024 | 04/06/2024 | 04/06/2024 | 04/06/2024 | 21/05/2024 | 04/06/2024 | 04/06/2024 | 04/06/2024
Peso Desmama (kg) 2.2 2 28 14 2.7 3 31 2.8 29 3 2 3.3 2,6
Peso Desmama médio| 0,550 0,500 0,700 0,350 0,540 0,500 0,620 0,700 0,580 0,600 0,500 0,660 0,520
GMD D ajustado (g) 16,67 14,06 17,11 9,68 15,81 1452 17,81 20,31 16,56 1274 14,06 19,06 14,69
IDADE (dias) 30,00 32,00 38,00 31,00 31,00 31,00 32,00 32,00 32,00 31,00 32,00 32,00 32,00

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

3.2.2 Alimentagao dos animais

Os animais foram alimentados com a racéo padrao (Coelhdo Natural P 20kg —
GUABI, Sao Paulo, SP, Brasil), balanceada e desenvolvida especificamente para
suprir as necessidades nutricionais da espécie, garantindo aporte adequado de

energia, proteinas e vitaminas.

Além da racdo padrdo, realizou-se suplementacdo alimentar com probidtico
Organew ® (Vetnil, Louveira, SP, Brasil), com a finalidade de auxiliar na manutencao

da microbiota intestinal e favorecer a absorc¢ao de nutrientes.

3.2.3 Controle do peso

O peso corporal dos animais foi monitorado sistematicamente ao longo de todo
o periodo experimental, com o objetivo de avaliar as condi¢cbes gerais de saude,
identificar possiveis repercussdes sistémicas dos procedimentos realizados e garantir

a padronizagéo entre os grupos experimentais (Figura 2).

As pesagens foram realizadas em balanca digital de precisdo, previamente

calibrada, em dias e horéarios padronizados (Todas as manhas de quintas ou sextas-
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feiras), minimizando interferéncias relacionadas a variacdo circadiana e ao padrao
alimentar. O peso inicial foi registrado antes de qualquer intervencéo, sendo utilizado

como parametro para célculo das medicacdes utilizadas durante a pesquisa.

Figura 2 — Pesagem dos coelhos

LIQUIDO

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: - O valor foi registado semanalmente em quilogramas em tabela pelo pesquisador.

Variacbes superiores a 10% do peso corporal inicial foram consideradas
critérios de alerta para avaliacdo clinica detalhada. Nos casos em que foram
observadas alterac¢des significativas, os animais foram examinados quanto a ingestao
alimentar, hidratacédo, presenca de sinais clinicos de dor ou desconforto e possiveis

intercorréncias relacionadas aos procedimentos experimentais.

A manutenc¢do do peso corporal dentro de padrdes fisioldgicos foi considerada
um indicador indireto de bem-estar animal e adequacdo do modelo experimental.
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Todos os dados obtidos foram registrados em planilhas especificas e posteriormente

incluidos na analise estatistica descritiva e comparativa entre 0s grupos.

3.3 Delineamento Experimental
3.3.1 Célculo amostral

Utilizando o software G*Power (Mayr; Buchner, 2006), o tamanho da amostra
foi determinado com um nivel de nivel de significancia (a) 95%, uma margem de erro
de £0,5 unidades e poder do teste (1-3) de 0.80. O desvio padréo (o) foi estimado em
0.5, com base em estudos anteriores (Artuzi et al., 2016; Berteretche et al., 2001;
Dormer et al., 2011; Kyllar et al., 2018; Monteiro et al., 2022.) e a diferenca entre
médias(A) de 1.0. Chegamos a resultado de 3.92 coelhos por grupo, arredondamos
para 4 coelhos®8. Porém adicionamos um fator de seguranca aumentando a amostra

para 06 coelhos em cada grupo amostral.

3.3.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria™ em 4 grupos experimentais:
Grupo Soro: Grupo MIA; Grupo AH; Grupo PRP. Para cada grupo experimental,
exceto Grupo Soro, a avaliacdo tecidual foi realizada em 2 periodos: 62 semana e 82
semana apos a realizacdo das infiltracbes com MIA. Para cada grupo amostral e

periodo iremos utilizar 6 animais, totalizando 12 articulacbes em cada grupo.

88 Férmula utilizada: n é o tamanho amostral por grupo; o é o desvio padrao; u1 e y2 médias dos dois
grupos; Z

a/2 é o valor critico para o nivel de significancia; Z3 € o valor critico para o poder do teste. Fonte: Fleiss;
Levin; Paik, 2003.

™ Os animais foram identificados com etiquetas fixados na orelha com um nimero inteiro que variam
de 1 a 18. Para atribuicdo aleatéria dos grupos, estes foram distribuidos através do Microsoft Excel
com a funcdo =ALEATORIOENTRE().
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3.4 Procedimentos Intra-Articulares

3.4.1 Sedacéo profunda

Os procedimentos minimamente invasivos foram realizados sob sedacao
dissociativa realizada por médico veterinario, especializado em Anestesiologia
Veterinaria, habilitado e em conformidade com as normas éticas vigentes para
experimentacdo animal. As dosagens foram previamente calculadas de forma
individualizada, com base no peso corporal aferido no dia anterior ao procedimento.
Foram administrados via intramuscular de cloridrato de quetamina a 1% na dosagem

de 10mg/Kg, e do cloridrato de xilazina a 2%, 5 mg/Kg.

3.4.2 Inducédo da osteoartrite nos animais

As infiltracdes foram realizadas com os animais mantidos em jejum pré-
operatorio de 8 horas. Foi realizada a administracao via intramuscular de cloridrato de
guetamina a 1% (Francotar®, Virbac, SP, Brasil) na dose se 10 mg/kg, e do Cloridrato
de xilazina a 2% (Rompum®, Bayer, RS, Brasil) na dose de 5 mg/kg para obtencao

do efeito anestésico.

Para a realizacdo da infiltracdo intra-articular das medicac¢@es, foi realizado
inicialmente uma tricotomia manual da regido pré-auricular e antissepsia com gaze
embebida com PVPI degermante. A articulacdo foi localizada através de palpacéo
local com movimentos de abertura e fechamento de boca, sendo inserido no espaco
inferior da articulacdo uma agulha 29G (12 x 0,33 mm) conectada a uma seringa

descartavel.

Para o desenvolvimento da OA da ATM, administramos em cada articulagéo
cerca de 0,5 ml de solucdo de monoiodoacetato de sodio (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemanha) a 3 mg/mlftt,

Ttt Baseado nos trabalhos de Giiler e colaboradores (2011). Foram avaliadas diferentes concentracdes
de MIA para inducéo de OA em ATM de coelhos. 12 coelhos receberam uma injecdo de MIA (dose de
50 ul de concentragbes de 1,5, 2, 2,5, 3mg/ml). Imagens de TC foram obtidas antes e depois das
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3.4.3 Infiltragdes intra-articulares de AH e PRP
Grupo Soro: Infiltracédo bilateral de solugéo salina. (Figura 4).

Grupo MIA: Infiltracdo bilateral de solugéo salina e MIA (3 mg/ml). Parte dos
animais (n=3) foi eutanasiado com 40 dias apos a infiltracdo de MIA e os demais (n=3)

eutanasiados com 60 dias.

Grupo AH: Infiltracdo de 0,1 ml de solucdo de MIA e solucdo salina. Apos 30
dias foi infiltrado cerca de 0,1 ml de Osteonil (TRB Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) nas

cavidades de ambas as articulacdes dos coelhos.

injegBes na 22, 42 e 62 semanas. As alteragfes osteoartriticas iniciais na ATM dos coelhos foram
encontradas histologicamente na 42 semana e com uma concentragcédo de 3 mg/ml.



28

Figura 4 — Infiltracdo de AH

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: A e B - Osteonil ® TRB Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). C - Infiltracdo de AH apés a
localizac¢éo dos pontos anatémicos.

Grupo PRP: Foram retirados cerca de 18 ml de sangue da veia marginal da
orelha, sendo o0 mesmo colocado em centrifuga a 2500 rpm por 5 minutos, sendo
entdo coletado cerca de 0,5 ml do PRP que foi infiltrado com o auxilio de uma agulha
29G no espaco inferior da articulagcdo dos animais (Figura 5) (Tabela 2).

Figura 5 — Infiltragcdo de PRP
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Legenda: A e B - Coleta do sangue sendo realizada por médico-veterinario especialista sem
Anestesiologia Veterinaria da veia marginal da orelha. C — Material colhido foi centrifugado a 2500 rpm
por 5 minutos, sendo entdo coletado cerca de 0,5 ml do PRP para obtencdo do PRP.

Tabela 2 - Divisdo dos grupos por procedimento e periodo de eutanasia

Grupo de animais Procedimentos N Periodo de eutanésia
Grupo Soro Soro 06 62 e 82 semana
Grupo MIA MIA 06 62 e 82 semana

Grupo AH MIA -> AH 06 62 e 82 semana
Grupo PRP MIA -> PRP 06 62 e 82 semana

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Figura 6 - Fluxograma mostrando de forma resumida a sequéncia de etapas

seguidas nesta pesquisa
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Coelhos machos (Oryctolagus cuniculus) n = 18

OA induzidas por MIA (3 mg/mL) em 36 ATMs

30 dias 40 dias 60 dias

Grupo ControleSoron=6 soro Eutanasia
Subgrupo01ln=3

Subgrupo02n=3 Soro Eutanasia

Grupo Controle MIAnN=6 A Eutanésia
Subgrupo01n=3

Subgrupo 02 n=3 MIA Eutanasia

Grupo ControleAHNn=6 MIA AH Eutanasia
Subgrupo01ln=3

Subgrupo02 n =3 MIA AH Eutanasia

Grupo ControlePRPn=6 MIA PRP Eutandsia
Subgrupo01 n=3

MIA PRP Eutanasia

Subgrupo02 n=3

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

3.4.4 Cuidados pOs-procedimentos

ApoOs as intervencdes os coelhos receberam administracdo intramuscular de
pentabiotico (Pentabibtico® Veterinario Pequeno Porte - Font Dodge — Campinas —
Brasil) na dosagem de 0,1ml/kg e de dipirona sddica (Analgex V®, Agener Unido
Saude Animal - SP — Brasil) na dosagem de 1mg/kg/dia, sendo a primeira dose no
pos-operatorio imediato. Os animais foram mantidos no biotério em gaiolas
individuais, em ambiente climatizado, e alimentados com racao solida padréo e agua

“ad libitum”, até a eutanasia.

3.4 Eutanasia e Perfusao

A eutanasia foi realizada por um médico veterinario, especialista em

Anestesiologia Veterinaria, por meio de perfuséo transcardiaca. Inicialmente, a caixa
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toracica do animal foi rebatida cirurgicamente até a exposicéo do coracao, seguido da
remocdo do saco pericardico. Um volume de 0,1 ml de heparina foi injetada no
ventriculo esquerdo por meio de uma seringa apropriada. Em prosseguimento, foi
perfundido, através de transposi¢cdo do ventriculo esquerdo com uma céanula e
abertura do atrio direito para efusdo das solucdes perfundidas, um volume de 200-300
ml de solucéo salina a 0,9% acrescida de heparina durante 2-3 minutos, seguido da
solucdo fixadora de (3000-4000 ml) constituida de formaldeido a 4% em tampao
fosfato de sodio, 0,1 M, pH 7,2 a 4-8°C, durante 20-30 minutos. Um bloco anatémico
de cada lado do cranio contendo a referida ATM foi delimitado através de uma serra
de corte. Esse bloco foi imerso na mesma solucéo fixadora para pos-fixacdo durante

24 horas a temperatura de 4°C.

Em seguida, essas pecas anatbmicas foram descalcificadas em solucdo de
EDTA a 10% em tampao fosfato de sodio a 0,1M, pH 7,4 a temperatura ambiente, sob
continua agitagéo. A solugéo descalcificadora foi trocada a cada 4 dias durante as trés
primeiras semanas, seguido de trocas semanais. No 50° dia, as pecas anatbmicas
descalcificados foram reduzidas através de navalhas e mantidos por mais duas
semanas em solucdo descalcificadora para completo processo de descalcificacao.
Finalmente, cada ATM foi dividida e sua regido mediana através de uma seccéo
sagital anteroposterior, utilizando navalhas descartaveis, resultando em um bloco
medial e outro lateral. Esses blocos foram transferidos para mega-cassetes
devidamente identificados e lavados em agua corrente por no minimo 12 horas para

eliminacdo de residuos de EDTA.

3.5 Processamento Histologico

As amostras foram submetidas ao processamento histologico de rotina
(desidratacao, clareamento e impregnacéo, 1 hora de duracéo para cada imersédo) em
um processador histolégico automatico (PT 05, Lupetec, SP, Brasil), seguido de
impregnacao adicional com parafina histolégica (temperatura de fusdo de 56-58°C,
Exodo Cientifica Quimica Fina Industria e Comércio Ltda, SP, Brasil) em estufa
microprocessada com temperatura controlada (520C, Fanem, SP, Brasil). Cada ATM

foi incluida em formas de papel e emblocada em suporte de madeira.
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O bloco de parafina contendo a ATM foi acoplado em um micrétomo manual
(RM 2125, Leica, GmbH, Alemanha) e desbastado até a completa exposicédo da face
de corte com visualizagéo da regido mediana da ATM. Esse bloco, foi delimitado em
sua superficie, mantendo apenas a ATM e suas adjacéncias. O bloco resultante foi
transferido para uma estufa para liquefacdo da parafina e novamente reincluido e
emblocado em suporte de madeira. Cortes sagitais sequenciais da ATM com 5
micrometros de espessura foram obtidos, sendo coletados aproximadamente 5
laminas histologicas de cada bloco. Essas laminas foram transferidas para uma estufa
a 56-58°C durante 24 horas. Em prosseguimento, as laminas foram submetidas a
coloracdo de rotina, sendo 2 laminas coradas pela técnica da hematoxilina e eosina
(HE), 1 lamina corada pela técnica do azul de toluidina (AT) e 1 lamina corada pela
técnica da safranina-O/fast green (SFG) e 1 lamina ficou de reserva. As laminas
coradas foram montadas com meio de montagem (DPX) e laminulas de 24x50 mm.

Finalmente, foram limpas e etiquetadas.

As laminas histoldgicas coradas em HE, AT ou SFG foram selecionadas para
avaliar a citoarquitetura e submetidos a analise histolégica qualitativa e
histomorfométrica. As imagens digitais dos cortes foram obtidas com o auxilio de uma
camera digital acoplada a um microscépio com magnificacdo de 4x. As imagens foram
analisadas com o software BioquantOsteo Il (Bioquant Image Analysis Corp,
Nashville, USA). Foram feitas avaliacfes quantitativas e qualitativas da membrana
sinovial, superficies articulares e do disco articular, quanto ao tipo de tecido presente,
espessura, celularidade e presenca de possivel infiltrado inflamatério, além da
delineacdo das superficies articulares como regulares ou irregulares. A divisdo
citoarquitetbnica do condilo foi separada em camadas de tecido: a) camada de tecido
conjuntivo denso modelado (superficie); b) cartilagem hialina ou fibrocartilagem,

delimitado até o limite do 0sso.
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3.6 Analises Morfoldgicas

3.6.1 Andlise histologica

3.6.2 Analise histomorfométrica

Figura 7— Contagem automatica do numero de células do disco articular

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: A e B — Localizagéo automatica de células feitas no QuPath 0.6.0.

Para a mensuracéo da espessura das camadas condilares, foi selecionada a regido
central do condilo mandibular dos animais. Foi tragcado uma linha vertical do ponto mais central
e outra linha perpendicular ao eixo que conecta as extremidades lateral direita e esquerda da
estrutura. Com o0 objetivo de facilitar a analise morfométrica, as seis camadas histolégicas
tradicionalmente descritas no céndilo mandibular foram agrupadas em trés faixas principais,

definidos da seguinte forma:

a) Camada fibrosa superficial: corresponde a camada mais externa do revestimento

condilar.
b) Camada cartilaginosa: representa a porcao intermediaria da cartilagem condilar.

c) Camada 6ssea subcondral: corresponde a camada mais profunda, constituida pelo

0ss0 subcondral subjacente a cartilagem.
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Figura 8 — Histomorfometria da espessura das camadas condilares

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: Para mensurar a espessura das camadas condilares foi escolhida a regido mais central com
uma linha vertical e perpendicular a esta uma linha horizontal. As seis camadas do codndilo foram
reorganizadas em apenas 03 camadas.

Foi ainda tracado uma linha na transicédo condro-6ssea para avaliar irregularidades,
invaginacgdes e deformagdes da superficie. Essa métrica funciona como um indicador

indireto do grau de irregularidade estrutural do céndilo mandibular.

Figura 9 — Linha de interface condro-6ssea

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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3.6.2 Analise microtomogréfica

As amostras foram escaneadas por microtomografia computadorizada de alta
resolucdo utilizando o equipamento SkyScan 1176 (Bruker MicroCT, Aatselaar,
Bélgica), com o objetivo de avaliar a arquitetura 6ssea trabecular e cortical do condilo

mandibular.

As imagens obtidas foram reconstruidas por meio do software NRecon
(SkyScan, versao 1.6.6.0, Bruker MicroCT, Edimburgo, Reino Unido) e Slicer 3d
(versao 5.x, Slicer Community / Brigham and Women's Hospital, Boston, MA, EUA),
posteriormente alinhadas espacialmente no DataViewer (SkyScan, verséo 1.4.4, 64-
bit, Bruker MicroCT, Edimburgo, Reino Unido) e analisadas quantitativamente no
CTAnalyser (SkyScan, verséo 1.12.4.0, Bruker MicroCT, Edimburgo, Reino Unido).

Foram avaliados os seguintes parametros:
a) Aspectos morfolégicos do disco articular;

b) Superficie da cartilagem condilar, com analise da textura e presenca

de irregularidades superficiais;
c) Volume 6sseo e densidade mineral 6ssea do osso condilar;
d) Microarquitetura trabecular, incluindo os parametros:
a. numero de trabéculas (Tb.N),
b. espessura trabecular (Tb.Th),
c. separacdao trabecular (Tb.Sp);
e) ldentificacdo de areas de calcificagdo, quando presentes.

A avaliag&o do volume condilar foi conduzida no software 3D Slicer (versao 5.x,
Slicer Community / Brigham and Women's Hospital, Boston, MA, EUA). O protocolo
metodoldgico iniciou-se com o registro manual das superficies articulares, onde a
atribuicdo de cores distintas facilitou a distincdo anatdmica e o preciso alinhamento
dos modelos STL. Visando a padronizacdo da amostra, criou-se um volume
delimitador (ROI - Region of Interest) com dimensdes fixas, replicado em todas as

articulacdes analisadas. Este volume serviu como mascara para a segmentacao das
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novas malhas (meshes), isolando a regido condilar das demais estruturas. O volume
final de cada espécime foi mensurado a partir dessas malhas resultantes,

assegurando a consisténcia estatistica da medigéo.

Figura 9 - Processo de delimitacdo e segmentacao condilar

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: A e B - Defini¢do da ROI sobre os modelos STL alinhados. (C) Modelos tridimensionais
segmentados de varios condilos prontos para analise volumétrica. Elaborado pelo préprio autor.

3.7 Andlise Estatistica

Para assegurar a consisténcia e a confiabilidade dos resultados, foi
implementado um processo de calibracdo do pesquisador responsavel pela coleta e
andlise dos dados. Foram criados protocolos detalhados e padronizados, baseados
na literatura (Fuentes et al., 2017; Molinet et al., 2020; Wang et al., 2012; Yun et al.,
2023), para cada etapa do processo, desde a preparacdo das amostras até a analise

dos resultados (analise histologica, histomorfométrica e MicroCT).

A metodologia estatistica para esta pesquisa envolvera andlises descritivas e
inferenciais. Os dados coletados foram tabulados utilizando software Microsoft (MS)

Excel (Verséo 16.0. Microsoft, Redmond, Washington, Estados Unidos).

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva para caracterizar as medidas
de tendéncia central e dispersao das variaveis continuas e frequéncias para variaveis
categoricas. A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Anderson-

Darling. O teste de Levene foi aplicado para avaliar a homogeneidade das variancias.
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Para comparar os trés grupos foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas se
os dados forem normalmente distribuidos. Caso a distribuicdo nédo for gaussiana foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Se a ANOVA ou Kruskal-Wallis indicarem
diferencas significativas, foram realizados testes post hoc, como o teste de Tukey
(para ANOVA) ou o teste de Dunn (para Kruskal-Wallis), para identificar quais grupos
diferem entre si. Para dados qualitativos, como caracteristicas histologicas, foram
utilizados o teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, conforme apropriado,
para comparar propor¢des entre 0S grupos.

As analises estatisticas e elaboracdo dos graficos foram realizadas utilizando

o software Jamovi Desktop (Verséo 2.5.4).
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Quadro 3 - Resumo da andlise estatistica

Etapas

Ferramentas

Selecéo randomizada dos coelhos

MS Excel (Funcéo: Aleatério)

Testes estatisticos

Dados qualitativos

Analise Descritiva: Frequéncias
e percentuais.

Teste do Qui-Quadrado:
Comparar as proporcées entre
0S grupos.

Teste Exato de Fisher:
Utilizado em situacdes onde o
teste do qui-quadrado néo for

apropriado.

Dados Quantitativos

Andlise Descritiva: Tendéncia
central (média, mediana) e de
disperséo.

Teste de Normalidade:
Anderson-Darling.

Comparacéo entre Grupos:
Normalidade (ANOVA); (Nao
normalidade): Teste de
Kruskal-Wallis.

Testes Post Hoc: Teste de
Tukey (ANOVA); Teste de
Dunn (Kruskal-Wallis).

Construcéo dos gréficos

Jamovi 0.95

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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4 RESULTADOS

E a parte final do texto, onde s&o apresentadas conclusées correspondentes
aos objetivos do trabalho. E um processo de sintese dos principais resultados, com

comentarios do autor e as contribuicdes trazidas pelo trabalho.

4.1 Evolucéo do peso

A analise da massa corporal dos animais revelou que todos 0s grupos
apresentaram ganho de peso progressivo durante a fase de adaptacéo e crescimento
(periodo Pré-MIA). No entanto, apés a inducao da osteoartrite com MIA no dia 07 de

novembro, observou-se uma alteracdo na curva de crescimento dos animais.
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Figura 10 — Registro do peso dos coelhos

COELHO GRUPO 30/ago  13/set  20/set  Olout O0%/out 23/out  Slout O8/mov 14/nov  26/nov  03/dez 17/dez 07/jan 10/jan Z':Z'::Z‘:::
Coelho 01 3420 3820 3916 4012 3916 4012 4138 4004 4108 3990 3934 4304 4512 Eutanasiado
Coelho D2 3054 3848 3746 3940 4118 4476 4316 4372 4486 4540 4,338 Eutanasiado
Coelho 03 3580 3950 3,898 3976 4004 4146 4164 3810 4240 4406 Eutanasiade
Coelho 04 3556 3850 3,830 3916 3960 4,186 3846 3992 3976 Eutanasiado
Coelho 05 2472 3310 3454 3702 3712 3808 3906 3930 3976 4068 4008 Eutanasiado
Coelho 08 3040 3352 3504 3552 3572 3646 8822 3770 3846 3844 2914 Eutanasiado
Coelho 09 AH 2708 3190 3210 3274 3338 3340 3360 3400 3368 8,584 Eutanssiado
Coelho 10 AH 3430 2768 3850 3914 3836 3842 3902 4080 4162 4268 Eutanssiado
Coelho 12 AH 2500 3130 3224 3400 3520 3668 8760 3364 3664 3790 3888 3,938 Eutanasiado
Coelho 13 PRP 3308 3670 3714 3760 3764 3910 4010 3824 388 4030 4098 4,142 Futanasiado
Coelho 14 AH 3668 4070 4436 4138 4076 4034 4140 3804 4020 4134 4174 4076 4,254 Eutanasiado [0 0,478|
Coelho 15 AH 2890 3360 3446 3488 3534 3598 3,634 3482 3468 3484 3618 3,672 Eutanasiado 0,054
Coelho 17 PRP 3278 2640 3764 3916 3940 3976 304 4038 4084 4222 Eutanssiado
Coelho 18 PRP 3380 3710 3708 3996 3958 4064 4170 4176 4284 4098 4416 4576 Eutanasiado
Coelho 19 PRP 3666 4050 4146 4208 4238 4430 4504 4388 4638 4744 4750 4,910 Eutanasiade NG
Coelho20 PRP 2942 3490 3576 3593 3602 3760 3792 3854 3902 3990 4120 4,250 Eutanasiado 0,130
Caelho 21 AH 3848 3958 3980 4126 2044 4106 4274 4158 4314 4240 4284 4460 4,476 Eutanasiado 0,016
Coelho22 PRP 3754 3964 4048 4234 4252 4106 4460 4304 4508 4518 4666 4866 5.026 Eutanasiado

3236” 36747 37537 3840”7 3848”7 3043" 4025" 30157 3971 4041”7 4110 4212 4,430

0079 0087 0007 0,004 oosa[EEEE o056 0070 0089 0102 0.217

| oesisEsiEemE 0401”7 0292”0308 0275 0251”7 0273”7 0278”7 0205”7 03107 030" 0351 0354 0,394 |

Evolucdo do peso do coelhos

4,800

4,300

3,800

3,300

2,800

2,300
30/ago 06/set 13/set 20/set 27/set  0d4fout  11/out  18/out  25/out  Ol/nov  08/nov  15/nov  22/nov  29/nov  06/dez  13/dez  20/dez  27/dez  03/jan

Média de peso (Kg)

4,600 4430
4,400
4,200
4,000
3,800

Peso

3,600

3,400

3,200
3,000

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: A — Registo do peso dos coelhos. B — Evolugao do peso dos animais. C — Evolugdo da média
do peso.

A andlise estatistica de medidas repetidas demonstrou uma interacao
significativa entre os fatores Tempo e Grupo (p < 0,05). O teste post-hoc de Tukey

revelou que:

a) Grupos Tratados (AH e PRP). Ambos o0s grupos apresentaram um
aumento de peso estatisticamente significativo entre o periodo "Pés-MIA

Imediato" e o ponto final de "Tratamento" (p < 0,05). Visualmente, as
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curvas desses grupos retomaram uma inclinacdo ascendente

semelhante a do grupo Controle Soro (saudavel).

Grupo Controle MIA: Este grupo apresentou a menor média de peso
ao final do experimento. Embora tenha havido um ganho residual, a
inclinacdo da curva foi significativamente menor em comparacao aos

grupos que receberam AH ou PRP.

No tempo final, os grupos AH e PRP nao apresentaram diferenca estatistica

em relacdo ao grupo Controle Soro (p > 0,05), indicando que os tratamentos foram

eficazes em permitir que 0s animais retomassem seu desenvolvimento ponderal

normal, ao contrario do grupo MIA, que permaneceu com déficit de peso (Figura 12).

Tabela 2 — Teste de normalidade do peso dos coelhos

30/ago 13/set 20/set 01/out 09/out 23/out 31/out O08/nov 14/nov 26/nov 03/dez 17/dez 07/jan
Média 3.24 3.67 3.75 3.84 3.85 3.94 402 3.92 3.97 404 4.1 4.21 443
Desvio- 0412 0.300 0.318 0.283 0.258 0.281 0.286 0.303 0319 0312 0.361 0.365 0421
padriao
W de 0.921 0.927 0.980 0.943 0.960 0974 0.976 0.953 0971 0.962 0971 0976 0.942
Shapiro-
Wilk
p 0.135 0.169 0.950 0.322 0.595 0.875 0.901 0.468 0.822 0.635 0.820 0.923 0.628
Shapiro-
Wilk

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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Figura 11 — Visualizacao descritiva de médias com erro

4.5 s
2 e { GRUPO
9 , AH
S 4.0 e [ Controle MIA
) Controle Soro
0 <~ PRP

3.5 1

T T T

Pré_MIA Po6s_MIA Imediato  Tratamento

Tempo

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.2 Avaliacao histologica

4.2.1 Avaliacéo qualitativa da ATM

As avaliacdes histopatoldgicas empregando as técnicas histolégicas de
coloracdo da hematoxilina e eosina (HE), azul de toluidina (AT) e safranina-O/ fast
green (SFG) foram adequadas para revelar as caracteristicas teciduais da ATM, em
particular os revestimentos do condilo e do osso temporal assim como da organizagao
do disco articular, membrana sinovial e ligamento/capsula nos diferentes grupos
experimentais (Figura 1). A técnica de coloracdo do HE permitiu uma anélise global,
guanto aos parametros teciduais, celulares e da matriz extracelular fibrilar, assim
como processos inflamatoérios, degenerativos ou regenerativos (Figura 12A). A técnica
de coloracdo da AT revelou especificamente as areas de rica quantidade de
proteoglicanos glicosaminoglicanos e proteoglicanos com carater acido, os quais
estdo presentes, principalmente nas areas de cartilagem hialina, fibrocartilagem ou

em processos de neoformacdo cartilaginosa ou cartilaginizagcdo (Figura 12B).
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Finalmente, a técnica de coloracdo da SFG permitiu também uma avalicdo global,
destacando as areas cartilaginosas (Figura 12C).

Vale salientar que a superficie articular do céndilo mostrou sempre sinais de
crescimento 0sseo por meio de ossificacdo endocondral, além da ossificacdo
intramembranosa da regido de transicdo no colo do condilo (Figura 1). Este achado
indica que essa estrutura cartilaginoso-6ssea ainda esta em processo de crescimento
nos animais selecionados para o presente estudo. Por outro lado, a superficie da fossa
articular do osso temporal, mostrou sempre sinais de fibrocartilagem, com auséncia
de cartilagem hialina, indicando que essa superficie alcancou maturidade, cessando
o crescimento por ossificacBes endocondral ou intramembranosa (Figura 12).

Figura 12 — Corte histolégico em HE, SFG e AT grupo MIA

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Legenda: Cortes histologicos sagitas seriados de 5 uym de espessura da ATM do grupo experimental
monoiodoacetato mostrando as caracteristicas de coloracédo pelas técnicas da hematoxilina e eosina
(HE) em A, safranina-O/fast green (SFG)em B e azul de toluidina (AT) em C. Abreviaturas: CA,
capsula; CM, condilo da mandibula; DA, disco articular; El, espaco articular infradiscal; ES, espaco
articular supradiscal; OT, osso temporal.

4.2.2 Avaliacao histolégica do grupo soro fisiolégico

As a avalia¢cBes histolégicas revelaram que 70% das amostras apresentaram
aspectos de normalidade com apenas presenca de neoformacédo de fibrocartilagem
nas areas periféricas do disco articular (Figura 13A). Por outro lado, 30% das amostras
indicaram algumas alteracdes teciduais significantes, tais como, evidente morte
celular dos fibrécitos/fibroblastos da parte central do disco articular sem
desestruturacdo das fibras colagenas (Figura 13B-C). Além disso, tais alteracdes
estavam associadas a desestruturacdo do revestimento do osso temporal. Essa
desestruturacao foi evidente com perda da camada superficial de tecido conjuntivo
denso modelado e/ou acelularizacdo dessa camada, vinculado a degeneragcdo dos
condrécitos subjacentes da fibrocartilagem (Figura 13B-C). A membrana basal

apresentou espessura e organizagao celular com padréo de normalidade, assim como
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o tecido conjuntivo distribuido pelos ligamentos/capsula também néo evidenciou

presenca de quadro inflamatorio ou alteracdes vasculares (Figura 14).

Figura 13 — Corte histologico corado com SFG do grupo soro fisioldégico

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Legenda: Cortes histolégicos sagitas seriados de 5 ym de espessura da ATM corado pela SFG do
grupo experimental soro fisioldgico. Em A, mostra uma ATM com condigfes de normalidade, com
disco articular celularizado. As setas apontam as regides periféricas do disco articular com formagéao
de fibrocartilagem. Em B-C é observada uma ATM, em menor (B) e maiores resolucdes (C), com
sinais de alteragdes, tais como acelularizagéo da por¢éo central do disco articular do revestimento do
0sso temporal (asteriscos).

Figura 14 — Corte histol6égico em HE grupo soro fisioldgico

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Legenda: Cortes histoldgicos sagitas seriados de 5 um de espessura da ATM corado pela HE do
grupo experimental soro fisioldgico. Em A, mostra areas de membrana sinovial na periferia do disco
articular (A-B) e na superficie interna da capsula (A e C), indicados pelos retangulos que sao
evidenciados em maior resolucédo em B-C. Em B, observar a discreta espessura da membrana basal
(seta preta) e a presenc¢a de uma vilosidade sinovial (seta vermelha). Em C também é mostrada a
membrana sinovial com discreta espessura.

4.2.3 Avaliacéao histolégica do grupo MIA

Nesse grupo experimental foi notado um padrdo de normalidade quanto aos
revestimentos das superficies articulares, sem altera¢des ou sinais de irregularidades
nas amostras analisadas (Figura 15). Nao foram observadas, areas de morte celular

nas regibes centrais do disco articular ou na superficie articular do osso temporal
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(Figura 4A-B). Entretanto, sinais de cartilaginizacao das regides periféricas do disco
articular foram observados em todas as amostras (Figura 15C). As superficies
articulares do osso temporal e do céndilo mandibular mostraram camada de
fibrocartlagem e cartilagem hialina espessas; entretanto, somente avaliagdes
histomorfométricas podem confirmar esse achado (Figura 15D-E).

A evidéncia que esse grupo apresentou um historico de inducdo de processo
inflamatdrio prévio foi comprovado pelo espessamento da membrana sinovial tanto da
porcdo periférica do disco articular como nas superficies internas dos
/ligamentos/capsula (Figura 16A). Esses espessamentos foram também associados
ao aumento de vilosidades sinoviais (Figura 16B). Nao foram notadas areas residuais
de inflamacéao cronica.

N&o foram evidenciadas diferencas histoldgicas entre os animais sacrificados

com 40 ou 60 dias, ap0s a administracdo de MIA ou laténcia.

Figura 15 — Cortes histoldgicos sagitas seriados da ATM corado pela HE (A) e
AT (B-E) do grupo experimental soro fisiologico.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Legenda: Cortes histologicos sagitas seriados de 5 pm de espessura da ATM corado pela HE (A) e
AT (B-E) do grupo experimental soro fisioldgico. Em A é mostrado as caracteristicas histolégicas
gerais. Em B-E é observado a coloragdo da cartilagem hialina da regiao do condilo mandibula (B e
D), fibrocartilagem de substituicdo ou cartilaginagcdo da porgéo periférica do disco articular (B e C) e
reativacdo ou neoformacéo de cartilagem hialina na regiéo articular do osso temporal (B e E). Os
retangulos ilustrados em C-E. Abreviaturas: CM, condilo da mandibula; DA, disco articular; OT, 0sso
temporal.
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Figura 16 — Cortes histologicos sagitas seriados da ATM corado pela HE (A)

e AT (B-E) do grupo experimental soro fisiolégico.

A%

g N
b, Y

il

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Legenda: Cortes histoldgicos sagitas seriados de 5 ym de espessura da ATM corado pela HE (A) e
AT (B-E) do grupo experimental soro fisiolégico. Em A é mostrado as caracteristicas histoldgicas
gerais. Em B-E é observado a coloragéo da cartilagem hialina da regiao do condilo mandibula (B e
D), fibrocartilagem de substitui¢cdo ou cartilaginacdo da porgéo periférica do disco articular (B e C) e
reativacdo ou neoformacéo de cartilagem hialina na regiéo articular do osso temporal (B e E). Os
retangulos ilustrados em C-E. Abreviaturas: CM, condilo da mandibula; DA, disco articular; OT, osso
temporal.

4.2.4 Avaliacéo histolégica do grupo AH

As a avaliacBes histologicas revelaram que apenas 15% das amostras
apresentaram aspectos de normalidade (Figure 17A-A”). Por outro lado, 85% das
amostras indicaram alteragdes teciduais significantes, similares aquelas mencionadas
anteriormente, em relagdo ao disco articular e superficie do osso temporal (Figura 6B-
B”). Também foram notadas irregularidades na superficie do céndilo, além da perda
da regularidade da espessura da cartilagem hialina (Figura 17B-B”).

A membrana basal apresentou frequentemente aumento da espessura,
indicando histérico de processo inflamatdrio. Uma outra amostra mostrou ossificacao
da parte posterior do disco articular, associado com uma area traumatica da superficie
do condilo, no qual foi notada reorganizacao tecidual, com neoformagéo de cartilagem
hialina e area O0ssea com auséncia de ostedcitos (Figura 18A-A”).Uma amostra
mostrou processo inflamatorio cronico agudizado, na regido do recesso posterior do
ligamento articular, com material hialino entremeado por células inflamatérias
mononucleadas e focos de agudizagdo, com acumulo de leucécitos

polimorfonucleados (neutréfilos) (Figura 18B-B”).
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Figura 17 — Cortes histologicos da ATM corado pela AT do grupo

experimental AH

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Legenda: Cortes histologicos sagital de 5 um de espessura da ATM corado pela AT do grupo
experimental &cido hialurdnico. Em A e mostrado em menor resolu¢do uma ATM com padréo de
normalidade com &reas cartilagem hialina no condilo mandibular (A-A’, seta) e de neoformacéo de
cartilagem hialina no osso temporal (A e A”). Em B e mostrado em menor resolugdo uma ATM com
padréo com alteracdes teciduais, principalmente na superficie articular do osso temporal (B e B”,
seta) com areas de neoformagéo de cartilagem hialina associada a uma area com fibrocartilagem
com sinais de acelularizagdo, a seta indica o limite entre essas duas regides. Em B’ mostra a

cartilagem hialina no céndilo mandibular.

Figura 18 — Cortes histolégicos da ATM corado por SFG do grupo experimental
AH

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Legenda: Cortes histoldgicos sagital de 5 ym de espessura da ATM corado pela SFG de dois animais
do grupo experimental acido hialurénico com sinais de alteragéo (A-A” e B-B”). Em A é mostrado em
menor resolu¢cdo uma ATM com a regido periférica do disco articular com sinal da presenca de
fibrocartilagem associada a uma area com ossificagdo endocondral (A-A’, seta). Em A e A”
(asterisco) é mostrada uma area do céndilo da mandibula com sinais de leséo tecidual da cartilagem
hialina e osso subjacente, resultando em uma area sem vitalidade. Em B-B” € mostrado em menor
resolucdo uma ATM com a regido posterior do recesso do espaco articular infradiscal, indicando um
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acumulo de material hialino entremeado com células inflamatérias mononucleadas e presenca de
focos de agregados de neutréfilos, indicando agudizacéo (seta).

4.2.5 Avaliacao histolégica do grupo PRP

As a avaliagBes histologicas revelaram que apenas 20% das amostras
apresentaram aspectos de normalidade (Figura 19A-A”). Por outro lado, 80% também
indicaram alteracdes teciduais significantes, similares aquelas ja previamente
apontadas no grupo experimental que foi tratado com acido hialurénico (Figura 19B-
B”).

A membrana basal também apresentou frequentemente aumento da
espessura, indicando histérico de processo inflamatdrio. Uma amostra mostrou
processo inflamatério e desorganizacao do tecido conjuntivo moderamente denso na
regido do ligamento posterior do disco articular, com presenca de tecido conjuntivo

frouxo entremeado com células inflamatérias.

Figura 19 — Cortes histologicos da ATM corado pela AT do grupo experimental
AH

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Legenda: Cortes histoldgicos sagital de 5 ym de espessura da ATM corado pela AT do grupo
experimental &cido hialurdnico. Em A e mostrado em menor resolu¢gdo uma ATM com discretas
alteragGes, com areas de fibrocartilagem na porcao periférica do disco articular (A, asterisco),
cartilagem hialina no céndilo mandibular (A-A’) e de neoformagé&o de cartilagem hialina no osso
temporal (A e A”, seta). Em B e mostrado em menor resolugdo uma ATM com padrdo com alteragdes
teciduais moderadas, com formacao de fibrocartilagem (B, asteriscos), com areas de neoformacéo de
cartilagem hialina associada a uma area com fibrocartilagem com sinais de acelularizacdo (B-B’, seta)
e cartilagem hialina espessa (B e B”) com distribui¢ao irregular dos grupos de condrécitos (B”, seta).
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4.2.7 Avaliacao histopatoldgica de 6rgéos diversos

A avaliag&o histopatoldgica de varios 6rgaos vitais do modelo animal adotado
foi realizada com o intuito de mostrar as condi¢des de saude sistémica dos animais
selecionados para o estudo experimental. Amostras do coracado, pulméo, figado,
vesicula biliar, pancreas, estdbmago, duodeno, jejuno, ileo, colén descendente,
linfonodo cervical, bago, rim, bexiga, testiculo, adrenal, tireoide, tronco cerebral,
cerebelo e cortex pré-frontal foram analisados. Os resultados apontaram que 0s
animais selecionados para o estudo, que foram submetidos a perfuséo transcardiaca,
cujas ATMs foram analisadas apresentaram excelente condi¢cdes de saude sistémica.
Apenas, um animal mostrou discreta inflamagdo na bexiga, sem indicacdo que o
processo séptico se disseminou para outros 6rgaos, tais como rim e pulmao, entre
outros. Os dados dessa avaliacao histopatologica serdo apresentados no formato de
tabela com fotomicrografias e inseridos no repositério institucional da UNESP no
decorrer do presente ano, uma vez que ndo havia tempo hébil para inclusdo na

referida dissertagao.

4.3 Avaliacado histométrica

As andlises histopatoldgicas quantitativas (histometria/ histomorfometria) foram
limitadas a quantificacé@o de células viaveis, com nucleo basdfilo evidente pela técnica
de coloracdo HE no disco articular. Além disso, foram mensuradas a espessura do
tecido conjuntivo denso modelado superficial e da cartilagem hialina do condilo. Esses
dados visam complementar e corroborar qualitativamente os achados da avaliacao

qualitativa prévia.

4.3.1 Espessura das camadas histologicas do condilo mandibular dos animais

Os animais do grupo tratado com soro apresentaram espessura meédia
aproximada de 13 um na camada fibrosa, 68 pm na camada cartilaginosa e 297 um
no 0sso subcondral. Observou-se que a camada fibrosa manteve espessura
relativamente baixa, indicando uma superficie articular sem sinais evidentes de
espessamento reacional. A camada cartilaginosa apresentou valores intermediarios
guando comparada aos demais grupos, sugerindo manutencéo parcial da cartilagem

condilar. No entanto, a camada 6ssea subcondral apresentou valores elevados de
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espessura, 0 que pode refletir processo de remodelacdo éssea ou esclerose
subcondral, alterac&o frequentemente associada a progressao da osteoartrite. Esses
achados sugerem que, na auséncia de intervencgao terapéutica efetiva, podem ocorrer
alteracOes estruturais no osso subcondral mesmo com relativa preservacdo das

camadas mais superficiais (Quadro 04).

Quadro 4 — Médias de espessura das camadas condilares por grupo

experimental

Grupo Camada Fibrosa | Camada Cartilaginosa | Camada Ossea
SORO (n=6) 12,35 69,14 262,45
MIA (n=2) 22,83 114,89 291,65
AH (n=4) 11,98 58,04 140,62
PRP (n=3) 16,76 97,46 228,66

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: Os valores representam a média aritmética simples de cada grupo.

Figura 20 - Espessura meédia das camadas do condilo mandibular por

_ grupo . .
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Grupos experimentais

O grupo submetido a inducdo com MIA apresentou maior espessura media da

camada fibrosa (~23 um) e também maior espessura da camada cartilaginosa (~115
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pum) entre todos os grupos avaliados. Esse aumento pode estar relacionado a
alteracbes degenerativas associadas ao modelo experimental de osteoartrite,
incluindo processos inflamatorios, hipertrofia celular ou edema da cartilagem
remanescente, além de espessamento da superficie fibrosa como resposta adaptativa
ao dano articular. A espessura média do osso subcondral foi semelhante a observada
no grupo soro (~292 um), indicando manutencéo do padrdo de remodelacéo 6ssea
observado nos animais ndo tratados. Em conjunto, esses achados sédo compativeis
com alteracdes estruturais caracteristicas do processo degenerativo articular induzido
pelo MIA.

Os animais tratados com acido hialurdnico apresentaram menor espessura
média da camada fibrosa (~12 um) e também menor espessura da camada
cartilaginosa (~58 um) entre os grupos avaliados. Esses resultados podem indicar
reducdo do espessamento reacional ou da hipertrofia cartilaginosa associada ao
processo degenerativo, sugerindo possivel efeito modulador do &cido hialurdnico
sobre os tecidos articulares. Além disso, foi observada reducdo expressiva da
espessura do 0sso subcondral (~141 pum) quando comparada aos grupos SORO e
MIA. Essa diminuicdo pode estar relacionada a menor remodelacdo ou esclerose
subcondral, sugerindo potencial efeito protetor do tratamento na preservacédo da
arquitetura 6ssea condilar.

O grupo tratado com PRP apresentou espessura média da camada fibrosa (~17
um) superior a observada nos grupos SORO e AH, porém inferior a do grupo MIA. A
camada cartilaginosa apresentou espessura média de aproximadamente 97 um, valor
intermediario entre os grupos avaliados. Esses achados podem indicar manutencgao
parcial da cartilagem condilar, sugerindo possivel efeito regenerativo ou modulador do
PRP sobre o tecido cartilaginoso. Em relacdo ao osso subcondral, observou-se
espessura média de aproximadamente 228 pm, também intermediaria entre 0s
demais grupos. Esse padrdo sugere que o PRP pode contribuir para modulacao do
processo de remodelacdo 0ssea associado a osteoartrite, sem atingir os niveis de

espessamento observados nos grupos controle e MIA.

De maneira geral, o grupo MIA apresentou as maiores espessuras nas
camadas superficiais e cartilaginosas, sugerindo alteracdes estruturais relacionadas
ao processo degenerativo induzido experimentalmente. O grupo SORO apresentou

padrao semelhante no osso subcondral, indicando possivel progressao das alteracdes
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0sseas na auséncia de tratamento efetivo. Por outro lado, os grupos AH e PRP
demonstraram tendéncia de reducdo da espessura do osso subcondral e valores
intermediarios nas demais camadas, sugerindo possivel efeito modulador desses

tratamentos sobre a remodelacéo tecidual do condilo mandibular.
4.3.2 Linha de interface condro-6ssea

A analise morfométrica do comprimento da interface entre a cartilagem condilar
e 0 0sso subcondral revelou diferencas entre 0s grupos experimentais. Essa medida
corresponde ao trajeto da linha que delimita a juncéo osteocondral, sendo considerada
um indicador indireto do grau de irregularidade da superficie condilar. Superficies mais
regulares apresentam menor extensao linear, enquanto superficies com invaginacoes,

ondulacdes ou deformacdes estruturais resultam em maior comprimento da interface.

Tabela 4 — Extensdo média da linha de transi¢cdo condro-6ssea ($\mu m$) nos

grupos experimentais

Grupo Experimental Extensao Média (pm) Desvio Padréo (¥)*
Grupo Soro 1293,31 304,36
Grupo MIA 1541,85 284,80
Grupo AH 1641,87 571,11
Grupo PRP 4805,04 1885,02

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Figura 21 — Comprimento médio da interface cartilagem-osso subcondral por
grupo
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

No grupo controle tratado com soro, os valores observados foram relativamente
baixos e pouco variaveis, com média aproximada de 1293 um. Esse padrao sugere a
presenca de uma interface osteocondral mais regular e preservada, caracteristica de
uma estrutura condilar sem altera¢des degenerativas significativas. A menor extensao
da interface indica que a superficie de contato entre cartilagem e osso subcondral
apresenta poucas irregularidades estruturais.

No grupo submetido a inducéo de osteoartrite pelo MIA, observou-se aumento
do comprimento da interface em relacdo ao grupo controle, com média aproximada
de 1542 um. Esse achado sugere o inicio de alteracBes estruturais na juncao
osteocondral, possivelmente relacionadas ao processo degenerativo caracteristico da
osteoartrite. A maior extensao da interface pode refletir a presenca de irregularidades
na superficie condilar, associadas a remodelacdo do o0sso subcondral e a
desorganizacao da estrutura cartilaginosa.

No grupo tratado com &cido hialurénico, os valores apresentaram média
aproximada de 1642 um e maior variabilidade entre as amostras. Embora alguns
valores se aproximem dos observados no grupo controle, outros indicam maior

extensdo da interface, sugerindo que o tratamento pode ter promovido apenas uma
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recuperacao parcial da regularidade da juncéo osteocondral. Esses resultados podem
refletir os efeitos conhecidos do acido hialurénico na melhora da lubrificacéo articular
e na protecdo da cartilagem, sem necessariamente restaurar completamente a

arquitetura estrutural da interface cartilagem—osso subcondral.

O grupo tratado com PRP apresentou os maiores valores de comprimento da
interface, com média aproximada de 4805 um e elevada disperséo entre as amostras.
Esse padrdo indica uma superficie osteocondral significativamente mais irregular,
caracterizada por maior numero de invaginacbes e complexidade estrutural. Esse
aumento pode estar relacionado a intensa atividade de remodelacdo tecidual
estimulada pelos fatores de crescimento presentes no PRP, os quais podem induzir
processos de reparo, proliferacédo celular e reorganizacdo da matriz extracelular na

regido osteocondral.

4.3.3 Numero de células no disco articular

A andlise dos dados demonstrou variagcbes na densidade celular do disco
articular entre os diferentes grupos experimentais. O grupo controle (Soro) apresentou
a maior média de células (3316), indicando maior densidade celular nas amostras
avaliadas. Entretanto, observou-se também elevada variabilidade, refletida pelo
desvio-padrao mais alto entre 0s grupos.

Tabela 4 — Média de células no disco articular por grupos

Grupo Média de células Desvio-padréo
Soro 3316 1018,98
MIA 27442 772,62
AH 1476,2 237,86
PRP 1682 511,51

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Figura 22 — Contagem celular do disco articular por grupo experimental
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

O grupo MIA, utilizado para inducdo de osteoartrite, apresentou reducao na
média de células (2744,2) em relagdo ao grupo controle, o que pode estar associado
aos processos degenerativos provocados pela acdo do MIA, conhecidos por causar

morte celular e degradacéo tecidual na articulagéo.

Entre os grupos tratados, observou-se que o grupo PRP apresentou média
celular de 1682, enquanto o grupo tratado com &cido hialurénico apresentou a menor
média (1476,2). Esses resultados indicam que ambos o0s grupos tratados
apresentaram menor densidade celular quando comparados aos grupos controle e
MIA, porém com menor variabilidade no grupo AH, sugerindo maior homogeneidade

entre as amostras analisadas.

4.4 Avaliacdo microtomografica



56

Figura 12 — Anélise comparativa microtomografica do condilo mandibular em

diferentes protocolos experimentais (Soro, MIA, AH e PRP)

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

4.4.1 Densidade 6ssea

A andlise microtomografica quantitativa revelou alteracdes distintas na
microarquitetura 6ssea subcondral entre os grupos. O grupo Controle MIA exibiu
sinais compativeis com esclerose éssea, evidenciados pelo maior percentual de
volume Osseo (BV/TV: 25,02\%) e expressivo aumento na espessura trabecular
(Tb.Th: 3,66 mm). Em contraste, os animais tratados com AH e PRP apresentaram
parametros de volume e separacdo trabecular mais consistentes com 0 grupo
Controle Soro. A maior razdo superficie/volume (BS/BV) observada nos grupos
tratados sugere a manutencdo de uma rede trabecular mais complexa e funcional,
indicando que as terapias com AH e PRP mitigaram os efeitos deletérios da

osteoartrite sobre a morfologia interna do condilo mandibular (Tabela 3 e Figura 20).
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Tabela 4 - Parametros microtomograficos do osso trabecular (BV/TV,
porosidade total, Tb.Th, Th.Sp e BS/BV) (Parametros 2D)

Parametro Grupo Soro | Grupo MIA | Grupo AH | Grupo PRP
BV/TV (%) (Volume Osseo) 19,83 25,02 23,36 22,31
Po (tot) (%) (Porosidade) 80,16 74,97 76,63 77,68
Th.Th (mm) (Espessura) 0,65 3,667 0,425 0,577
Th.Sp (mm) (Separacao) 1,406 1,224 1,332 1,42
BS/BV (1/mm) (Complexidade) 14,08 13,78 14,96 15,22

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Figura 20 — Comparacado dos parametros do osso trabecular entre os grupos
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
Legenda: Foi possivel observar que ndo houve diferencas significativas entre os grupos.

4.4.1 Volume condilar e area de superficie
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A tabela a seguir compara quatro grupos experimentais (Soro, MIA, AH e PRP)
em trés parametros: area de superficie, volume e numero de células (Tabela 4 e Figura
21).

Tabela 5 — Comparacéo das médias da area de superficie, volume e niumero de
espacos medulares

Grupo Area de superficie Volume Espacos medulares
Soro 65.79339 mm? 87.668386 mms3 2480736
MIA 87.6683 mm?2 79.463493 mms3 2454012
AH 65.79339 mm?2 87.668386 mm3 2480736
PRP 53.29376 mm?2 79.463493 mms3 2454012

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Figura 21 — Comparacédo das médias da area de superficie, volume e numero de
espacos medulares

Area de Superficie Volume Espagos Medulares
le6

2.54

80 80

™
o
|

@
=]
L

60

I
4
L

Y
=}
L

40

Extensao (um?)
Volume Total (um?)
Quantidade (N)

=
o
L

20 4 20 4 054

Sc;ro MIA AH PRP So‘ro MIA AH PRP ’ So‘ro MIA AH PRP
Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

a) Grupo MIA: Este grupo apresenta uma reducdo no volume (79,46 mms3)
em comparacgao ao grupo controle (Soro: 87,66 mm3). Isso indica perda de massa
Ossea ou cartilaginosa (erosao condilar). Curiosamente, sua area de superficie é a
maior (87,66 mmz2), o que sugere gque a superficie do céndilo se tornou mais irregular

ou rugosa (caracteristica de processos degenerativos).

b)  Grupo AH: Os valores sado idénticos aos do grupo Soro. Na interpretacao
cientifica, isso sugere que o tratamento com AH foi eficaz em manter ou recuperar a

integridade volumétrica original da articulac&o.
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C) Grupo PRP: Apresenta o menor volume (79,46 mm3, igual ao MIA) e a
menor area de superficie (53,29 mm?2). Isso pode indicar um processo de remodelacao
intensa ou uma resposta morfolégica distinta que merece investigagéo qualitativa nas

imagens.

Quando avaliado a morfometria 3D, a relacdo entre area e volume é um

indicador de complexidade da forma:

a) MIA: Menos volume com mais area. Superficie complexa, irregular,

possivelmente com ostedfitos ou erosdes.
b) Soro/AH: Equilibrio preservado, sugerindo uma superficie mais lisa e integra.

Os resultados quantitativos (Tabela 4) demonstram que o grupo submetido a
inducdo por MIA apresentou uma reducgdo volumétrica de aproximadamente 9,35\%
em relacdo ao grupo controle (Soro). Paralelamente, observou-se um aumento na
area de superficie no grupo MIA (87,66 mmz2), sugerindo maior irregularidade cortical.
O tratamento com AH demonstrou preservacao total dos parametros volumétricos
originais, assemelhando-se ao grupo controle, enquanto o grupo PRP exibiu valores
volumétricos reduzidos, similares ao grupo MIA, porém com a menor area de

superficie registrada entre todos os grupos (53,29 mm?2).

Os parametros morfométricos avaliados — é&rea de superficie, volume e
namero de células — foram expressos em valores relativos normalizados (%),
considerando o grupo controle como referéncia. Na analise da area de superficie,
observou-se que o grupo MIA apresentou o maior valor relativo (100%), enquanto 0s
grupos Soro e AH apresentaram valores semelhantes entre si (aproximadamente

75%). O grupo PRP apresentou o menor valor relativo, em torno de 61%.

Em relacdo ao volume, os grupos Soro, AH e PRP apresentaram valores
semelhantes entre si, proximos de 100%, enquanto o grupo MIA apresentou valor

discretamente inferior, aproximando-se de 90%.

Quanto ao numero de células, os valores relativos mostraram-se semelhantes
entre 0s grupos avaliados. O grupo Soro apresentou valor de referéncia (100%),
seguido pelos grupos PRP (aproximadamente 100%), MIA (cerca de 99%) e AH

(aproximadamente 98%).
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5 DISCUSSAO

A osteoartrite (OA) da articulacdo temporomandibular (ATM) permanece como
um desafio clinico devido a auséncia de tratamentos especificos e sua alta
prevaléncia, particularmente em mulheres. O presente estudo buscou avaliar a
eficacia de tratamentos minimamente invasivos, como o acido hialurénico (AH) e o
plasma rico em plaquetas (PRP), que tém sido apontados como alternativas
promissoras para evitar a progressdo da doenca para estagios graves, como a

fibroaquilose.

A evolucéao do peso corporal € um indicador clinico indireto de bem-estar animal
e auséncia de dor sisttmica em modelos de osteoartrite. No presente estudo, a
estagnacéo ou o menor ganho de peso observado no grupo Controle MIA sugere que
a dor articular e a limitagédo funcional impostas pela indugéo da patologia interferiram
no comportamento alimentar dos coelhos. Em contrapartida, a recuperacao do peso
nos grupos AH e PRP apds as infiltracdes terapéuticas corrobora a hipétese de que
ambos os tratamentos foram eficazes no manejo da condigdo dolorosa, permitindo
que 0s animais mantivessem um ritmo de crescimento fisioldgico comparavel ao grupo

saudavel (Controle Soro).

N&o foi possivel observar em nosso modelo de inducdo da OA: perfuracdes
discais, cistos subcondrais ou erosdo 6ssea. A identificacdo dessas alteracdes
poderia contribuir para uma correlacdo mais direta com as caracteristicas
frequentemente descritas em pacientes humanos com osteoartrite em estagios
intermediarios ou avancados. Entretanto, foi observada auséncia de células viaveis
no tecido conjuntivo denso. E importante destacar que o presente estudo se limitou &
avaliacao de periodos experimentais de 40 e 60 dias. Considera-se possivel que, em
um tempo experimental mais prolongado, como por exemplo 150 dias, pudesse
ocorrer uma perda mais acentuada desse tecido, resultando na auséncia completa do
tecido conjuntivo denso e consequente exposicdo da fibrocartilagem e do 0sso
subcondral. Essas caracteristicas histoldgicas também foram descritas no estudo

conduzido por Molinet (Molinet et al., 2020).

No presente estudo, nao foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos com &cido hialurénico (AH) e plasma rico em plaquetas (PRP).

No grupo tratado com AH, verificou-se uma arquitetura tecidual mais semelhante a
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observada no grupo controle. Esse achado esta de acordo com diversos estudos que
relatam efeitos benéficos do acido hialurbnico na articulacdo temporomandibular,
promovendo melhora na organizacao estrutural e na homeostase articular (Giovanni
Guarda-Nardini et al., 2007; Machado, Bonotto e Cunali, 2013). Por outro lado, alguns
estudos ndo demonstraram melhora significativa associada ao uso dessa medicacao
(Roy D. Altman et al., 2004; Michael K. Boettger et al., 2011; Anders Jgrgensen et al.,
2010; Maria Vanelli et al., 2010), evidenciando que os resultados ainda permanecem

controversos na literatura.

Em relacéo ao PRP, foi possivel observar maior desorganizacdo das camadas
que compdem o condilo mandibular dos coelhos. Esse fendmeno foi evidenciado
também pelos resultados da analise histomorfométrica, especialmente pela medida
do comprimento da interface entre cartilagem e osso subcondral, que indicou maior
irregularidade estrutural. Até o momento, ndo foram encontrados na literatura estudos
que descrevam especificamente esse tipo de alteracdo morfométrica utilizando esse
parametro. Ainda assim, nossos achados nédo contradizem pesquisas que relatam
efeitos potencialmente benéficos do PRP na regeneracdo ou modulacéo inflamatoria
em modelos experimentais de osteoartrite (Reza Asadpour et al., 2022; Chun-Yuh
Chung; Chun-Cheng Lin; Hung-Hsuan Chang, 2019; Rafael Gutiérrez; Albert
Sabado-Bundé; Cosme Gay-Escoda, 2022; Alaa Haddad et al., 2023; Julio Pacheco
et al., 2022; Zhi-Qiang Xu et al., 2023). Esses estudos sugerem que o PRP pode
exercer efeitos positivos ha modulacdo da resposta inflamatoria e na regeneracao
tecidual, embora o0s mecanismos estruturais envolvidos ainda néo estejam
completamente esclarecidos.Nossos achados microtomograficos e
histomorfométricos corroboram a literatura que indica que a reposicéo de hialuronato
de sédio (viscosuplementacédo) pode aliviar o desenvolvimento da OA ao restaurar as
propriedades biomecéanicas do liquido sinovial. Enquanto alguns estudos questionam
0 beneficio clinico isolado do AH ou do PRP, os resultados desta pesquisa sugerem
que a aplicacdo precoce destas substancias atua positivamente na regulacdo da

matriz da cartilagem e na modulac&o da resposta inflamatoria.

A analise da microarquitetura 6ssea por meio da micro-CT revelou achados que
merecem uma interpretacdo cuidadosa, especialmente no que tange ao grupo

Controle MIA. Embora este grupo tenha apresentado o maior volume ésseo (BV/TV =
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25,02\%) e a maior espessura trabecular (Tb.Th = 3,66 mm), esses indices ndo devem

ser correlacionados a um tecido 6sseo saudavel.

Pelo contrario, esse aumento quantitativo € um marcador classico da esclerose
subcondral e da formacdo de ostedfitos. Na osteoartrite induzida, a degradacao
severa da cartilagem hialina expde o0 0sso subcondral a cargas mecanicas anormais,
resultando em uma resposta reacional de densificagdo mineral. Este osso, embora
"mais grosso", carece da organizacdo trabecular fisiologica e da elasticidade
necessaria para a absor¢cdo de impactos, tornando a articulacdo mais rigida e
propensa a degeneracdo continua. Além disso, a presenca de neoformacédo 0ssea
marginal (ostedfitos) contribui para elevar artificialmente os valores de volume 6sseo

total.

Em contrapartida, os grupos tratados com AH e PRP demonstraram valores de
BVITV (23,36\% e 22,31\%, respectivamente) mais equilibrados e proximos aos niveis
observados no grupo Controle Soro. Um achado relevante foi a maior razao
superficie/volume (BS/BV) nos grupos PRP (15,22) e AH (14,96) em comparacao ao
grupo MIA (13,78). Esse parametro indica que os tratamentos preservaram ou

estimularam uma arquitetura trabecular mais refinada e complexa.

Do ponto de vista biologico, isso sugere que as terapias foram eficazes em
mitigar a remodelacéo 6ssea desordenada (esclerose), favorecendo a manutencéo de
uma microestrutura 6ssea mais proxima da normalidade e menos "macica", o que é

fundamental para a funcionalidade da articulagédo temporomandibular.
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6 LIMITACOES E TRABALHOS FUTUROS

Este estudo apresenta limitacdes metodoldgicas que devem ser consideradas
na interpretacdo dos resultados. Inicialmente, destaca-se o uso do modelo
experimental de OA induzida por MIA, o qual, embora amplamente empregado para
simular alteracbes degenerativas articulares, n&o reproduz integralmente a
complexidade multifatorial da OA da ATM em humanos. Histologicamente néo foi

possivel observar cisto subcondrais e erosao 0sseas em nossos modelos.

Adicionalmente, embora as analises morfolégicas e histométricas fornecam
dados quantitativos relevantes, a auséncia de correlacdo com marcadores
moleculares (como citocinas inflamatérias ou mediadores de degradacdo da matriz
extracelular) restringe a compreensao mecanistica dos efeitos observados. A inclusdo
de andlises imunohistoquimicas ou expressdo génica poderia aprofundar a

interpretacdo biolégica dos achados.

A translacdo dos resultados para a pratica clinica deve ser realizada com
prudéncia. Diferencas anatdmicas, biomecanicas e funcionais entre a ATM de coelhos
e a ATM humana podem influenciar a resposta terapéutica, limitando a aplicabilidade

direta dos achados em humanos.

Pesquisas futuras podem explorar um tempo maior entre a terapia e o0
tratamento, esperando assim perfuracbes discais e erosdes O6sseas. Estudos
longitudinais com multiplos pontos de avaliacdo permitiriam mapear a evolucao
temporal da OA e a resposta progressiva as intervengdes intra-articulares. A
integracdo de analises histologicas, microtomograficas e moleculares tende a
proporcionar uma abordagem multimodal mais completa da patogénese e do efeito

terapéutico.

Além disso, investigacdes voltadas a modulacdo do microambiente inflamatorio
e a regeneracao condral, com foco em terapias biolégicas ou estratégias baseadas
em engenharia tecidual, representam um campo promissor. Ensaios pré-clinicos que
aproximem o modelo experimental das condi¢des clinicas humanas poderéo fortalecer

a evidéncia translacional e subsidiar futuros estudos clinicos controlados.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as terapias intra-
articulares com acido hialurénico e plasma rico em plaquetas apresentaram efeitos
benéficos no tratamento da osteoartrite induzida na articulagdo temporomandibular de

coelhos.

Ambos os tratamentos foram capazes de atenuar alteracdes degenerativas
caracteristicas da doenca, contribuindo para a preservacdo da estrutura do condilo
mandibular e da cartilagem articular quando comparados ao grupo com osteoartrite
nao tratado. No entanto, foi observada uma maior desorganizacdo histolégica no

grupo tratado com PRP.
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