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RESUMO

A cartilagem hialina ¢ um componente fundamental para o bom funcionamento das
articulagdes sinoviais. Com arquitetura complexa e lento metabolismo, apds ser lesionada, sua
regeneragao ¢ desafiadora. O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) ¢ uma opg¢ao terapéutica muito
usada nas enfermidades musculoesqueléticas, por estimular o reparo tecidual e se tratar de um
produto autologo de facil preparagdo. Objetiva-se com este estudo avaliar uma proposta de
modelo experimental para reparo da cartilagem articular. Para tanto, utilizou-se a articulacao
femoropatelar de ovinos e abordagem terapéutica por meio de protocolo adaptado de gel de
PRP. Foram utilizados 9 ovinos, os quais foram submetidos ao procedimento cirirgico de
artrotomia femoropatelar lateral do membro pélvico esquerdo, execucao da falha articular e
posterior avaliacdo histologica. Além do piloto, os animais foram divididos em 4 grupos,
entre tratados e controle e de acordo com o tempo de avaliacdo pds-operatoria (GC I — animal
controle, avaliado aos 30 dias; GC II — animais controle, avaliados aos 120 dias; GT I —
animal tratado com PRP e avaliado aos 30 dias e GT II — animais tratados com PRP e
avaliados aos 120 dias). Durante o procedimento cirurgico, foi possivel confirmar
visualmente que o gel de PRP se manteve no local da falha articular nos animais dos grupos
tratados. Na leitura das laminas, atribuiu- se escores (0 = totalmente reparado; 1 =
intensamente reparado; 2 = parcialmente reparado; 3 = fracamente reparado; 4 = auséncia de
reparo) para os seguintes parametros: preenchimento do defeito, predominancia de
condrocitos, organiza¢do de condrocitos, fixagdo do tecido de reparo ao osso subcondral e a
cartilagem perimétrica e fibrilacdo superficial do tecido de reparo. Constatou-se que houve
completa integracdo do tecido de reparo com o osso subcondral e com a cartilagem
perimétrica, em todos os animais do experimento. Em todos os pardmetros os grupos GT I e
GT II, apresentaram escore 0 ou 1. Conclui-se que a realiza¢do da falha articular na face
medial da tréclea do fémur em carneiros, pode ser usada como modelo experimental para
analise de reparo de cartilagem articulare que o gel de PRP tem capacidade reparativa da

cartilagem articular de ovinos.

Palavras-chave: cartilagem hialina, joelho, ovinos, PRP.



ABSTRACT

Hyaline cartilage is a fundamental component for the proper functioning of synovial joints.
With complex architecture and slow metabolism, after being injured, its regeneration is
challenging. Platelet Rich Plasma (PRP) is a therapeutic option widely used in
musculoskeletal disorders, as it stimulates tissue repair and is an autologous product that is
easy to prepare. The objective of this study is to evaluate a proposal for an experimental
model for articular cartilage repair. For that, the patellofemoral joint of sheep was used and a
therapeutic approach was used through an adapted protocol of PRP gel. Nine sheep were
used, which underwent the surgical procedure of lateral patellofemoral arthrotomy of the left
pelvic limb, execution of joint failure and subsequent histological evaluation. In addition to
the pilot, the animals were divided into 4 groups, between treated and control and according
to the time of postoperative evaluation (GC I — control animal, evaluated at 30 days; GC II —
control animals, evaluated at 120 days; GT I — animal treated with PRP and evaluated at 30
days and GT II — animals treated with PRP and evaluated at 120 days). During the surgical
procedure, it was possible to visually confirm that the PRP gel remained at the site of joint
failure in the animals of the treated groups. When reading the slides, scores were assigned (0
= fully repaired; 1 = intensely repaired; 2 = partially repaired; 3 = weakly repaired; 4 = no
repair) for the following parameters: defect filling, chondrocyte predominance, organization
of chondrocytes, fixation of the repair tissue to the subchondral bone and perimetric cartilage,
and superficial fibrillation of the repair tissue. It was found that there was complete
integration of the repair tissue with the subchondral bone and with the perimetric cartilage in
all animals in the experiment. In all parameters, the GT I and GT II groups presented a score
of 0 or 1. It is concluded that the realization of joint failure on the medial surface of the
trochlea of the femur in rams can be used as an experimental model for analysis of articular

cartilage repair that the PRP gel has the ability to repair sheep articular cartilage.

Keywords: hyaline cartilage, knee, sheep, PRP.
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1 INTRODUCAO

A cartilagem hialina ¢ um componente essencial para o bom funcionamento das
articulagdes sinoviais. As caracteristicas das suas quatro camadas (zona superficial,
intermedidria, profunda e calcificada) permitem suportar o cisalhamento e as forcas axiais que
atuam nas junturas (ALFORD; COLE, 2005; HAYES JUNIOR et al., 2001).

Diante de sua arquitetura complexa e do lento metabolismo, apds ser lesionado, sua
cicatrizagdo ou regeneracao ¢ desafiadora (ALFORD; COLE, 2005; HAYES JUNIOR et al.,
2001; MITHOEFER et al., 2009).

As causas das lesdes da cartilagem articular do joelho geralmente sdo multifatoriais,
incluindo a¢do mecanica, seja de forma subita ou insidiosa, por mecanismos degenerativos e
através de doengas metabolicas, resultando em dor e inflamagdo na regido (HAYES JUNIOR
etal., 2001; RATH et al., 2017).

Apobs sofrer injiria, a resposta celular cartilaginea dependera da gravidade e
profundidade da é4rea danificada (ALFORD; COLE, 2005). Em lesdes superficiais, ocorrerd a
proliferagao dos condrocitos e estes aumentardo a sintese de macromoléculas da matriz na
regido, mas esta acdo nao € capaz de restaurar a superficie articular (MANKIN, 1982). Ja em
lesdes mais profundas, ao atingir o osso subcondral, o suprimento sanguineo deste, permitira a
migracao de células pluripotentes e assim estimulara a formacao de tecido fibrocartilaginoso,
desta forma, pode ocorrer a cicatrizagdo espontinea da cartilagem (HAYES JUNIOR et al.,
2001).

A fibrocartilagem ¢ um tecido menos durdvel e apresenta superficie irregular, ou seja,
de qualidade inferior a original (HAYES JUNIOR et al., 2001). Além disso, caso ndo ocorra
uma boa resposta celular da cartilagem lesionada, esta pode evoluir para uma condi¢do de
osteoartrite (BORRELLI JUNIOR et al., 2019).

Os tratamentos conservadores existentes amenizam os sintomas, no entanto, nao sao
capazes de promover a regeneragao da cartilagem articular (MCCORMICK et al., 2008).
Desta forma, busca-se desenvolver constantemente técnicas cirtirgicas que sejam eficazes para
reparar esta estrutura, de forma a suportar tensoes articulares a longo prazo (MITHOEFER et
al., 2009).

Dentre as principais op¢des cirurgicas para o tratamento da lesdo condral, encontram-
se as técnicas de estimulacdo da medula dssea, as de enxerto osteocondral, as de reparo
celular, a implantacdo de neocartilagem e o uso de fatores de crescimento (BORRELLI

JUNIOR et al., 2019; MITHOEFER et al., 2009).
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Os modelos animais sdo fundamentais para se testar técnicas de reparo da cartilagem
articular. Varias espécies ja foram utilizadas na experimentacio, com execugdo de defeitos na
cartilagem articular de estruturas como a troclea ou condilo femoral (LOTZ et al., 2021).
Contudo, os resultados experimentais do reparo sao afetados pela localizacdo da lesdo na
articulacdo, em funcdo das caracteristicas bioldgicas e da biomecanica da regido, que permite
melhor fixa¢do do implante (DWIVEDI et al., 2021; LOTZ et al., 2021).

O PRP ¢ uma opgdo terapéutica de acdo celular, muito usada nas enfermidades
musculoesqueléticas, por sua alta concentracdo em plaquetas, que fornece fatores de
crescimento para estimular o reparo tecidual (MARTINEZ-MARTINEZ; RUIZ-SANTIAGO;
GARCIA-ESPINOSA, 2018; WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016), e por se tratar de um
produto autologo de facil preparagdo (CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013).

O PRP, além de possuir agdo regenerativa da cartilagem, também apresenta potencial
anti-inflamatorio, reduz os sintomas da osteoartrite ¢ melhora a func¢do da articulagdo como
um todo (XIE; ZHANG; TUAN, 2014). No entanto, apesar das evidéncias cientificas a favor
do seu uso, ainda ha achados controversos sobre os beneficios de sua aplicacao, pois promove
a formagdo de fibrocartilagem ao invés de cartilagem hialina (CARNEIRO; BARBIERI;
BARBIERI NETO, 2013; FILARDO et al., 2015).

Assim, objetiva-se com este trabalho avaliar uma proposta de modelo experimental
para reparo da cartilagem articular, utilizando-se a articulagdo femoropatelar de ovinos e

abordagem terapéutica por meio de protocolo adaptado de gel de PRP.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Articulacoes

As articulagdes podem ser classificadas de acordo com o meio de unido ou tecido
interposto em: fibrosas, cartilagineas ou sinoviais. Essas possuem a fun¢ao de manter unidos
os segmentos do esqueleto, enquanto permite a sua movimentacdo (FRANDSON; WILKE;
FAILS, 2014).

A articulagdo sinovial ¢ a que possibilita maior amplitude de movimento (MOW;
HUNG, 2003). E composta basicamente por cinco elementos essenciais: superficie articular
formada por camadas de osso compacto nas epifises (osso cortical) e destinada ao contato
com proximo segmento do esqueleto; cartilagem articular que reveste a superficie articular,

sendo formada por cartilagem hialina, desnervada, avascular e com baixo coeficiente de
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atrito; capsula articular que envolve a articulagdo, mantendo unidas as extremidades Osseas
que se articulam, sendo formada por um membrana interna/sinovial e outra externa/fibrosa;
cavidade articular que € o espaco delimitado pela capsula articular; e por tltimo pelo liquido
sinovial que ocupa o espaco delimitado pela capsula articular a semelhanca da clara de ovo,
razdo pela qual recebe o nome de sinévia (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2014). Além dos
componentes essenciais, as articulagdes sinoviais apresentam elementos acessorios como 0s
ligamentos, os discos € mesnicos articulares, os coxins adiposos e os labios ou cartilagens

marginais.

2.2 Cartilagem articular

A cartilagem hialina das articulagdes ¢ uma fina camada de tecido conjuntivo, denso,
branco e translucido. Apresenta baixa celularidade, e ¢ desprovida de inervagdo, de vasos
sanguineos ¢ linfaticos (MOW; HUNG, 2003). Portanto, recebem os nutrientes dos capilares
da membrana sinovial, através do liquido sinovial da cavidade articular, e por difusdo do osso
subcondral (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A cartilagem articular ¢ formada por matriz extracelular (MEC) e condrécitos
dispersos (ALFORD; COLE, 2005). Os condrécitos sdo células responsaveis por produzirem
e secretarem os componentes da MEC (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A matriz
corresponde a cerca de 95 % do volume tecidual, composta predominantemente por coldgeno
tipo II e quantidades menores de colageno tipo V, VI, IX, X, XI, XII e XIV (ALFORD;
COLE, 2005). Além dos componentes fibrosos, a MEC contém proteoglicanos,
glicosaminoglicanos, glicoproteinas, sais inorganicos, lipidios e agua (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Sua estrutura ¢ especializada, moldada para suportar e distribuir as cargas em maior
area e minimizar o atrito nas superficies articulares, associadas a diferentes posigcdes e
atividades do corpo (ALFORD; COLE, 2005; MOW; HUNG, 2003). Isso ocorre por ter
composicdo viscoelastica, que resulta em uma resposta fluido viscoso e soélido elastico
(MOW; HUNG, 2003).

Esta cartilagem ¢ dividida em quatro zonas, de acordo com sua composi¢do €
arquitetura, para desempenhar determinada fungdo. A zona superficial ¢ formada por uma
camada de fibras coldgenas compactadas (colageno tipo IX, entre feixes do coladgeno tipo II),
sobre uma camada de condrécitos achatados, que promove resisténcia durante o cisalhamento

e protege as camadas mais profundas. Além disso, acredita-se que tem a fungdo de restringir a
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passagem de moléculas do liquido sinovial para a cartilagem (ALFORD; COLE, 2005).

A zona intermedidria ¢ formada principalmente por condrécitos esféricos,
proteoglicanos e fibras de coldgeno apresentados de forma obliqua, para resistir as cargas
compressivas e colaborar com a zona superficial, contra o cisalhamento (ALFORD; COLE,
2005).

Ja a zona profunda é composta também por fibras de colageno e condrécitos, no
entanto, orientadas de forma perpendicular a superficie articular, para suportar a compressao
(ALFORD; COLE, 2005).

Por fim, a camada calcificada, promove adesdo da cartilagem articular ao osso
subcondral. Injirias em qualquer por¢do da cartilagem articular podem prejudicar as
propriedades biomecanicas, acarretando degeneracao subsequente (ALFORD; COLE, 2005).

As ligacdes eletrostaticas entre os glicosaminoglicanos sulfatados e o coldgeno,
conferem rigidez a cartilagem, enquanto a dgua de solvatacdo das moléculas dos
proteoglicanos funciona como um amortecedor da cartilagem articular (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Desta forma, sob pressdo mecanica a 4gua extravasa para o liquido sinovial e propicia
a repulsdo eletrostatica, entre os grupos carboxilas e sulfato dos glicosaminoglicanos, que
apresentam carga elétrica negativa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Esta repulsdo
promove o distanciamento dos glicosaminoglicanos, formando espagos que serdo preenchidos
pela dgua, quando a pressdo cessar. O retorno da dgua € essencial também para o transporte de
nutrientes até a cartilagem e trocas gasosas (02 e CO2) entre a cartilagem e o liquido sinovial

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

2.3 Lesoes na cartilagem articular

As lesdes na cartilagem articular podem ser causadas por mais de um fator, incluindo
mecanismos traumaticos e degenerativos (RATH et al., 2017). Os traumas podem ocorrer por
desgaste interfacial ou desgaste de fadiga. O primeiro trata-se de desgaste ocorrido pelo
contato direto entre superficies de apoio, enquanto o segundo se refere ao acumulo de danos
dentro do tecido de apoio sob estresse repetitivo (MOW; HUNG, 2003).

Além de traumas a longo prazo, a cartilagem articular também pode ser danificada por
carga de impacto, ou seja, por uma rapida aplicacdo de alta carga (MOW; HUNG, 2003).
Desta forma, essas lesdes, resultam em degeneracdo da cartilagem articular saudavel

circundante e podem evoluir para uma osteoartrite. Por isso, h4 necessidade de tratamento
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para reparar o tecido (BORRELLI JUNIOR et al., 2019; RATH et al., 2017).

2.3.1 Resposta a lesdo

A fungdo e estrutura da cartilagem articular podem ser afetadas mesmo em lesdes
superficiais (ALFORD; COLE, 2005). Neste caso, ocorre intensa atividade mitdtica na
cartilagem adjacente, para sintese de condrécitos e componentes da matriz. Essa acao perdura
apenas por alguns dias apos a lesdo, ndo sendo eficaz na reparagdo do tecido (MANKIN,
1982).

Quando a lesdo envolve o osso subcondral, haverd formacdo de codgulo de fibrina,
rico em globulos vermelhos e brancos, e células indiferenciadas da medula dssea, que irdo
formar um tecido fibrocartilaginoso, e por fim haverd uma resposta sintética na margem da
lesdo, assim como ocorre em lesdes superficiais, com diminui¢do subsequente de condrocitos
e da sua atividade metabolica (HAYES JUNIOR et al., 2001; MANKIN, 1982).

Essa a¢do acarretara na reducdo de proteoglicanos, aumento da permeabilidade hidrica
e menor rigidez do tecido. Desta forma, as cargas serdo transmitidas ao osso subjacente, que
aumentard sua rigidez e consequentemente transmitird as cargas de impacto a cartilagem
danificada, resultando em um circulo vicioso que culminara em... (ALFORD; COLE, 2005).

A resposta molecular a lesdo de cartilagem articular, ¢ basicamente inflamatoria,
incluindo principalmente os condrécitos e o liquido sinovial, € quando ndo controlada resulta
em osteoartrite pos-traumatica (BORRELLI JUNIOR et al., 2019). Na fase aguda, apds
injuria, as citocinas do tecido circundante e do liquido sinovial, IL-13 e FNT-a, se ligam aos
seus receptores, estimulando a alta produgdo de mediadores inflamatorios (IL-6, IL-8 e NO),
de enzimas degradantes da matriz e contribuindo para ativacdo do fator nuclear FN-kB
(BORRELLI JUNIOR et al., 2019). Além dessas moléculas, nesse tecido e na sindvia,
também se encontram as citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, I[L-4 e IL-1ar (BORRELLI
JUNIOR et al., 2019).

Na fase subaguda, ocorrerd a liberagdo de alarminas pelos condrocitos mortos e pelas
células imunes ativas, que vao se ligar aos receptores RTTs, e estes aumentarao a estimulacao
das vias de sinalizagdo, para o inicio de respostas imunes inatas e adaptativas (NEFLA et al.,
2016). Com isso, pode haver inicio de reparo tecidual ou inflamacdo adicional, que neste
caso, provocara degradagdo da cartilagem (NEFLA et al., 2016).

Nesta fase, ha o envolvimento de ostedcitos, metaloproteinases, agrecanases, espécies

reativas de oxigénio, 6xido nitrico e fator de crescimento endotelial vascular, que quando nao



18

regulados acarretardo angiogénese, surgimento de ostedfitos, morte celular adicional e avango

da degeneragdo articular (NEFLA et al., 2016).

2.3.2 Diagnéstico

O principal sintoma quando ha lesdo em cartilagem articular, ¢ dor difusa ao
movimento, € menos comumente, dor localizada durante a palpacao e edemaciagao articular
(RATH et al., 2017). Em casos de lesdes leves, pode ser inclusive, assintomatica (ALFORD;
COLE, 2005).

Para o diagnostico, além da anamnese e exame fisico, indica-se exames
complementares de imagem como radiografia, ressondncia magnética, até mesmo a
ultrassonografia para avaliacdo da superficie articular nos animais. A artroscopia e a analise
do liquido sinovial também podem ser solicitadas. E necessario, ainda, a identificacdo de
diagnésticos diferenciais, além de estabelecer o prognostico ao paciente (ALFORD; COLE,

2005; RATH et al., 2017; WANG et al., 2014).

2.3.3 Tratamentos

2.3.3.1 Técnica de estimulacdo da medula ossea

A estimulagdo da medula Ossea ¢ realizada através da técnica de microfratura, que
consiste em micropenetragdo do osso subcondral (FRISBIE et al., 2003). Ao realizar este
procedimento, o local da lesdo na cartilagem sera preenchido por coagulo sanguineo, repleto
de células-tronco mesenquimais localizadas no interior dos 0ssos em associa¢do aos capilares
sanguineos do osso trabecular (DWIVEDI et al., 2021; FRISBIE et al., 2003; MAKRIS et al.,
2015; ROCHA JUNIOR et al., 2016).

A técnica de microfratura se tornou comum entre os tratamentos realizados para
defeitos de cartilagem da articulacdo do joelho em humanos, por ser considerada pouco
invasiva, por ndo ocasionar outras complicagdes e por possibilitar rapida recuperacao do
paciente no pos-operatorio (MITHOEFER et al., 2009). Entretanto, a técnica resulta em
producdo de fibrocartilagem ao invés de cartilagem hialina, que pode sofrer degradacao
decorridos dois anos de intervencgao cirargica (MAKRIS et al., 2015).

Apesar dessa condi¢dao, estudos recentes demonstraram que essas células-tronco

pluripotentes, resultantes da microfratura, apresentam alto potencial de diferenciagdo
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condrogénica. Desta forma, justifica-se a utilizagdo da técnica, associada com outros

procedimentos, como adi¢do de fatores de crescimento (NEUMANN et al., 2008).

2.3.3.2 Enxerto osteocondral

O transplante de enxerto osteocondral, pode ser realizado pela retirada de tecido do
mesmo individuo (autoenxerto) ou entre individuos diferentes (aloenxerto), realizada com o
enxerto fresco (MITHOEFER et al., 2009; WILLIAMS; DREESE; CHEN, 2004). Essa
técnica trata-se da transferéncia de um pequeno tampao de osso subcondral, coberto com
cartilagem articular intacta de uma superficie de baixa carga, para a regido que apresente o
defeito condral (ALFORD; COLE, 2005).

As dificuldades relacionadas a técnica incluem a incompatibilidade da altura do
enxerto com a cartilagem receptora (KOH et al., 2004), a inviabilidade dos condrocitos na
margem do implante e na cartilagem circundante por trauma mecanico na transplantacao,

comprometendo a integra¢do do enxerto (HUNTLEY et al., 2005).

2.3.3.3 Implantagdo de condrocitos ou tecido cartilaginoso

Na implantagdo de condrdcitos autdgenos, estes sdo retirados através de biopsia da
cartilagem, de uma regido de baixa carga articular e cultivados in vitro, posteriormente
realiza-se uma segunda cirurgia para implantagdo sobre a lesdo condral, utilizando scaffolds
ou periosteo como material de apoio (BENTLEY et al., 2013; MITHOEFER et al., 2009).

Uma variagdo desta técnica seria o uso da propria cartilagem autdloga, que dispensa o
cultivo in vitro. Este tecido € entdo fragmentado mecanicamente e incorporado na regido com
defeito condral (MITHOEFER et al., 2009).

Trabalhos mostram que a implantacdo de condrocitos e tecido cartilaginoso nas lesdes
de cartilagem articular foram bem-sucedidas, com tecido de reparo semelhante a cartilagem
hialina original e que se apresentaram duraveis a longo prazo (BENTLEY et al., 2013; LU et
al., 2006).

2.3.3.4 Fatores de crescimento cartilagineo

Existem vérios fatores de crescimento como FCT-B, FCI, FCF, PMOs e FCDP, que
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estimulam os condrécitos e células-tronco mesenquimais, na migracdao, proliferagdo e
diferenciagdo celular, além de serem pro-anabdlicos e anticatabdlicos para o reparo tecidual
(FORTIER et al., 2011).

Apesar dos beneficios observados com o uso de fatores de crescimento em lesdes de
cartilagem, alguns deles, como FCT-B, FCF-2 e PMO-2, podem gerar efeitos colaterais como
a formagdo de osteofitos e fibrose sinovial (BORRELLI JUNIOR et al., 2019).

Desta forma, ainda ha necessidade de estudos mais aprofundados, que avaliem a
qualidade da técnica a longo prazo comparando-a com outros tratamentos ¢ considerando o

seu custo- beneficio (BORRELLI JUNIOR et al., 2019).

2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O PRP ¢ uma preparagdo de plasma autdlogo, com alta concentragdo de plaquetas,
muito acima da contagem do sangue total (MARX, 2001). O seu uso terapéutico ¢
fundamentado, na capacidade das plaquetas em liberar quantidades suprafisiologicas de
fatores de crescimento e de citocinas, dos seus granulos alfa, e assim estimular o reparo de
tecidos com pouca capacidade cicatricial, como tenddes, ligamentos e cartilagem, em razdo do
baixo suprimento sanguineo e lenta renovacao celular desses tecidos (WU; DIAZ; BORG-
STEIN, 2016). Além das suas propriedades regenerativas em ossos, cartilagens e tecidos
moles, varios trabalhos tém mostrado potencial anti-inflamatdério em ambiente osteoartritico
(MARX, 2001; XIE; ZHANG; TUAN, 2014).

O PRP ¢ formado basicamente por plaquetas, leucocitos, poucos eritrocitos e plasma
(BOSWELL et al., 2012; WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016). As plaquetas possuem tamanho
entre 2 e 3 um e circulam no corpo durante 7 a 10 dias, em concentracdes de 100 a 900
M/mm?, dependendo da espécie. Sdo fragmentos citoplasmaticos anucleados, provindos de
megacaridcitos da medula 6ssea (BOSWELL et al., 2012; SOARES et al., 2012). A principio,
as plaquetas tém a fun¢do de conter hemorragias em lesdes vasculares, no entanto, estudos
recentes, identificaram mais de 1100 proteinas plaquetarias, algumas com potencial
terapéutico (SENZEL; GNATENKO; BAHOU, 2009).

No reparo tecidual, utilizando o PRP, as plaquetas atraem as células para a regido,
formando uma matriz de fibrina, que funciona como base para a liberagdao dos fatores de
crescimento e citocinas (WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016). Estes por sua vez, estimulardo o
recrutamento, a diferenciagdo e a comunicagio entre células tronco (BORRELLI JUNIOR et

al., 2019; SCHERER et al., 2012; XIE; ZHANG; TUAN, 2014).
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Os fatores de crescimento liberados pelos granulos alfa das plaquetas, envolvidos no
processo de regeneracdo, incluem: FCDP (estimula a angiogénese, a proliferacdo, quimiotaxia
e diferenciagao celular), FCT-B (estimula a angiogénese, a produgdo de colageno tipo I e tipo
II, e sintetiza inibidores de proteases, impedindo a degradacao do coldgeno), FCEV (estimula
também a angiogénese e regula a proliferacdo e migragdo de células endoteliais) e FCF
(estimula a angiogénese, a diferenciagdo de células-tronco e a proliferagao celular, além de
promover a producao de colageno e a reparagao do tecido). Além disso, o FCI-1, apesar de
ndo ser armazenado pelas plaquetas, estd presente no plasma e tem a funcdo de regular a
proliferacdo e diferenciacdo celular, produgdo de proteoglicanos, colagenos e outras proteinas
ndo colagenas (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009; BOSWELL et al., 2012; DAVIS et al.,
2014; MALANGA; GOLDIN, 2014).

Apesar da agdo pro-inflamatéria e imunoldgica, os leucdcitos podem causar uma
inflamacdo exacerbada, sendo prejudicial para o processo de cicatrizagdo do tecido
(BOSWELL et al., 2014). Desta forma, no PRP, ¢ preferivel minimizar a quantidade de
leucéceitos do que maximizar o nimero de plaquetas, sendo que o aumento excessivo de
plaquetas ndo fornece efeito adicional (BOSWELL et al., 2014).

Os eritrocitos, através da hemoglobina, transportam gases metabdlicos, nutrientes e
moléculas reguladoras (WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016). Estes por sua vez, estdo em
quantidades reduzidas ou ausentes no PRP, devido ao processo de centrifugacdao (WU; DIAZ;
BORG-STEIN, 2016).

Apesar da acdo vasodilatadora e pelo transporte de oxigénio, que sdo fundamentais
para reparagao do tecido, sob estresse oxidativo, o ferro desprendido da hemoglobina, facilita
a formacdo de radicais livres, que podem induzir a apoptose de células, desta forma, a
quantidade de eritrocitos no PRP deve ser reduzida (BOSWELL et al., 2012).

Além das células, o plasma sanguineo, que ¢ a por¢do liquida , apresenta diversos
hormonios e proteinas dispersas, liberadas pelas células, que também irdo atuar no processo

de reparacao tecidual (BOSWELL et al., 2012).

2.4.1 Obtencgdo e preparacio

O PRP s6 pode ser obtido a partir do sangue total ndo coagulado, pois o coagulo retém
as células do sangue (inclusive as plaquetas). No contetdo restante, o soro, ha pouca presenca
de células sanguineas, sendo necessario adicionar anticoagulante (FOSTER et al., 2009). Os

anticoagulantes mais utilizados sdo: heparina (ativa a antitrombina), citrato de sodio, citrato
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dextrose acido e citrato-teofilina-adenosina-dipiridamol, sendo que estes a base de citrato
atuam quelando o calcio ionizado do sangue, impedindo sua coagulacao (LATALSKI et al.,
2019). A heparina e o citrato de sédio causam, ainda, ativacdo plaquetdria minima no
momento da coleta (NISHIOKA et al., 2002).

Apobs a coleta, o material ¢ centrifugado duas vezes, a primeira para separar 0s
globulos vermelhos e brancos, que apresentam maior diametro, das plaquetas e do plasma, ¢ a
segunda para separar o plasma pobre e rico em plaquetas. Por fim, ¢ feito a coagulagdao do
PRP, com ativacao plaquetaria, que acarretara liberacdo dos fatores de crescimento pelos
granulos a. As plaquetas podem entdo, continuar produzindo e liberando fatores de
crescimento de forma reduzida, durante sua vida util (FOSTER et al., 2009). A coagulagao
pode ser feita com o uso de trombina, cloreto de célcio ou gluconato de célcio, com isso, o
material torna-se gelatinoso (FOSTER et al., 2009; VENDRAMIN et al. 2006).

Os métodos de preparagdo do PRP descritos na literatura, se diferem de acordo com a
variagdo do tempo (3 a 15 minutos) e da for¢a ou rpm (120 g — 700 g; 1000 rpm — 3000 rpm)
nas duas centrifugac¢des, podendo incluir tempo de descanso da amostra entre as etapas
(CARMONA; LOPEZ; PRADES, 2009; CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013;
MILANO et al., 2010; VENDRAMIN et al. 2006; YAMADA et al., 2016).

Apos a gelatinizagdo do PRP, este deve ser aplicado imediatamente no local desejado,
pois as plaquetas liberardo cerca de 70 % dos fatores de crescimento armazenados, dentro de
10 minutos e 100 % na primeira hora. Continuando a produgdo e liberacdo dos fatores de
forma limitada por aproximadamente 8 dias, durante sua vida til (MARX, 2001).

E considerado um PRP, quando este contém no minimo 200.000 plaquetas/pl
(BOSWELL et al., 2012). Mas para Marx (2001) € necessaria uma concentragao de 1.000.000
de plaquetas/pl para que haja boa reparagdo tecidual em humanos. No entanto, resultados
satisfatorios foram obtidos com concentracao de plaquetas de 120.000 plaquetas/pl em ovinos

(CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013).

2.5 Anatomia do joelho de ovinos

O joelho ¢ uma articulagdo sinovial, que pode ser dividida em duas articulagdes:
femoropatelar e femorotibial. A articulagdo femorotibial une o fémur e a tibia, através dos
ligamentos colaterais lateral e medial. E uma articulacdo discordante, desta forma, possui
grandes meniscos no entremeio para melhorar sua conformidade, unidos entre si pelos

ligamentos craniais e caudais do menisco lateral ¢ do menisco medial, possui também o
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ligamento meniscofemoral, que se estende da face caudal do menisco lateral ao condilo
medial do fémur. Proximal a esta regido, os ovinos apresentam um coxim de gordura
infrapatelar associado ao ligamento patelar e que cobre o ligamento cruzado cranial (ALLEN
et al., 1998; GODINHO; CARDOSO; NASCIMENTO, 1987; ORTH; MADRY, 2013).

Ja a articulag@o femoropatelar ¢ composta pela troclea do fémur e pela face caudal da
patela, unidas pelos ligamentos femoropatelares lateral e medial. A troclea apresenta-se
cranialmente na extremidade distal do fémur, em forma de polia, formada por duas cristas ou
arestas e um sulco entre essas. Nos pequenos ruminantes as cristas lateral e medial apresentam
tamanho aproximadamente igual. A patela, um grande osso sesamoide, apresenta-se em
formato triangular, com o vértice em sentido distal, sendo esta por¢do mais alongada e estreita
nos pequenos ruminantes. Sua superficie cranial ¢ rugosa e no angulo medial, apresentaa
cartilagem da patela. Todas essas articulagdes apresentam o mesmo tecido articular superficial
(ALLEN et al., 1998; GODINHO; CARDOSO; NASCIMENTO, 1987; ORTH; MADRY,
2013).

Os ligamentos cruzados cranial e caudal dos ovinos apresentam morfologia/topografia
semelhante a humana. Os ovinos tém um Unico ligamento patelar, que se origina nos dois
tercos proximais da face cranial da patela e se insere na tuberosidade da tibia. Além do
ligamento patelar e dos femoropatelares medial e lateral, os tenddes e musculos envolvidos
nessa articulagdo incluem: o tendao do musculo quadriceps femoral, que envolve a patela; os
musculos biceps femoral, quadriceps e musculo tensor da fascia lata, que se inserem na
patela; semitendineo, semimembranaceo, sartdrio, extensor longo dos dedos, fibular terceiro,
fibular longo, gastrocnémio, flexor superficial dos dedos e popliteo (ALLEN et al., 1998;
ORTH; MADRY, 2013).

2.6 Modelos de experimentacio para reparo de cartilagem articular

Os ovinos e caprinos, sao animais de eleicdo como modelo animal de experimentacao
para reparo da cartilagem da articulacdo do joelho (HUGTEN et al., 2021).

O condilo medial do fémur ¢ o principal local afetado nesta articulagdo em humanos,
desta forma, nos estudos experimentais em animais, a inducdo das lesdes ¢ comumente
realizada nesta regidao 6ssea (HUGTEN et al., 2021). Embora lesdes em cartilagem troclear
tenham sido relatadas como as mais dificeis de tratar (GALLO; FEELEY, 2009), o tecido de
reparo formado na troclea apos inducao do defeito, apresenta-se em quantidade e qualidade

superior ao se comparar ao do condilo (DWIVEDI et al., 2021).
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A regido utilizada para execugdo experimental de defeito osteocondral em equinos
inclui a face lateral da tréclea, com o intuito de facilitar o acesso cirurgico (FORTIER et al.,
2002; ROCHA JUNIOR et al., 2016; WILKE; NYDAM; NIXON, 2007). Em coelhos e
ovelhas: sulco troclear, com maior manuten¢ao do implante ao local pela sua concavidade
(CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013; HOEMANN et al., 2005; HOEMANN
et al., 2010; WILLIAMS; DREESE; CHEN, 2004); em caprinos e mini pigs: face medial da
troclea, pois sua superficie mais plana permite maior fixacdo de implantes (LOTZ et al.,
2021); em caprinos: em ambas as faces da troclea, medial e lateral (BREHM et al., 2006; LU
et al., 2000).

A artrotomia desta articulagio é comumente realizada através da abordagem
parapatelar medial em pequenos ruminantes (HUGTEN et al., 2021; ORTH; MADRY, 2013),
com a incisdo cutanea dessa regido 5 cm proximal a patela até 5 cm da tuberosidade da tibia.
Seguida da incisdo proximal do musculo vasto medial, da capsula paralelamente ao ligamento
patelar e transcec¢do do ligamento patelar medial. Desta forma, a patela é rebatida
lateralmente (ALLEN et al., 1998; ORTH; MADRY, 2013).

No entanto, o acesso também pode ser realizado lateralmente, dependendo da estrutura
a ser exposta. Neste caso, ¢ feita uma incisdo curvilinea, 3 cm lateralmente ao ligamento
patelar, e se estende 8 cm proximal a patela até 5 cm distalmente a crista tibial. E feita a
disseccao da céapsula articular, caudolateral ao ligamento patelar, a articulacdo ¢ exposta ao
flexionar o joelho e rebater a patela medialmente (ALLEN et al., 1998; ORTH; MADRY,
2013).

2.7 Histologia do tecido cartilagineo

Na avaliagdo microscopica de um corte de cartilagem hialina articular normal, ¢é
possivel notar os condrocitos dispersos por todo o tecido e alguns reunidos em grupos,
denominados grupos iségenos, que podem estar apresentados de forma circular ou em
colunas, estes grupos s3o originados de um mesmo condroblasto e caracterizam a
multiplicagdo mitdtica das células. Os condrocitos nas ldminas histologicas apresentam
citoplasma retraido pelo processo de corte, sendo possivel observar geralmente apenas o
nucleo da célula. A matriz extracelular ao redor das células (matriz territorial) € basofila, pela
presenca de proteoglicanos, e nas regides mais afastadas dos condrécitos (matriz
interterritorial) menos basofila, corada em rosa, devido a grande quantidade de colageno

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Apo6s injuria o tecido neoformado apresenta morfologia diferente da original,
caracterizado por fibras coldgenas desorganizadas e fibroblastos, formando tecido fibroso ou

fibrocartilaginoso, com predominio de coldgeno tipo I (ROCHA JUNIOR et al., 2016).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e manejo

O estudo foi aprovado pela Comissio de FEtica na Utilizagio de Animais
(CEUA/UFU), sob o protocolo n° 085/19. Sendo todos os animais manuseados de acordo com
as recomendacdes do Committee on Care and Use of Laboratory Animals (National Research
Council, 1996).

Utilizou-se a espécie ovina (Ovis aries), como modelo experimental. Sendo animais
machos, higidos, da raca Dorper x Santa Inés, com idade aproximada de 18 meses e peso
corpéreo em torno de 45 + 4,45 kg.

Foram utilizados 9 animais, os quais foram submetidos ao procedimento cirargico de
artrotomia femoropatelar lateral do membro pélvico esquerdo, para execucdo da falha
articular e posterior avaliagdo histologica do tecido cartilagineo. Além do piloto, os animais
foram divididos em 2 grupos, entre tratados e controle e subdivididos de acordo com o tempo
de avaliacao pos-operatoria em 30 e 120 dias. Desta forma, foram denominados: GC 1 —
animal controle, avaliado aos 30 dias; GC II — animais controle, avaliados aos 120 dias; GT I
— animal tratado com gel de PRP e avaliado aos 30 dias e GT II — animais tratados com gel de
PRP e avaliados aos 120 dias.

Para os grupos controle (I e II) realizou-se apenas a falha na cartilagem articular.
Enquanto nos grupos tratados (I e II), ap6s o procedimento cirurgico e execucdo da falha,

adicionou-se imediatamente o gel de PRP no local, como abordagem terapéutica (Tabela 1).

Tabela 1: Divisao dos grupos experimentais, de acordo com o tempo de pos-operatorio.

GCI GCII GTI GTII
Tempo pos-operatorio 30 dias 120 dias 30 dias 120 dias
N° de animais 1 4 1 2

Os animais foram mantidos individualmente em baias com ventilagdo natural, de 1,5 x

1,0 m?, com cama de maravalha. Foram alimentados com feno de Coast cross, silagem de
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milho, sal mineral para ovinos e 4gua tratada em cocho, ad [libitum. Previamente ao
procedimento cirargico, os animais foram submetidos a avaliagcdo clinica, hematologica e
coproparasitologica, para verificacao de higidez, uma semana anterior aos procedimentos. A
técnica de artrotomia femoropatelar lateral, bem como a confec¢dao da falha articular
modificada, foram propostas como modelo de experimentacdo para analise do reparo de
cartilagem articular. Além disso, as adaptacgdes feitas na preparacio do gel de PPR, podem ser

reaplicadas em trabalhos futuros.

3.2 Procedimento cirdrgico

Primeiramente foi feita a cirurgia com um animal do projeto piloto. O uso deste serviu
para avaliacdo inicial do procedimento sugerido, determinando-se a logistica e cronologia dos
eventos a serem executados durante o estudo.

Para realizacdo das falhas articulares dos grupos controle e tratados, foi realizada
artrotomia femoropatelar do membro pélvico esquerdo, com acesso articular lateral.

Ap6s 72 horas de jejum alimentar e 12 horas de jejum hidrico, os animais foram
submetidos ao protocolo de anestesia geral inalatoria, utilizando-se medicacao pré-anestésica
com acepromazina 0,05 mg/kg, via intravenosa, seguindo-se a indugdo anestésica com
cetamina 3,0 mg/kg e xilazina 0,05 mg/kg, ambas intravenosas. A manutencao anestésica foi
realizada com isoflurano 2% em circuito aberto, apos intubacdo orotraqueal.

De forma complementar ao protocolo anestésico utilizado, realizou-se anestesia
epidural lombossacral, com a associagdo de lidocaina 2% sem vasoconstritor e bupivacaina
0,5% sem vasoconstritor, 0,1 mL/kg de cada f&rmaco, administrado no espago epidural.

Para realizagdo das falhas articulares, procedeu-se a artrotomia femoropatelar, com o
animal em decubito lateral direito. Realizou-se ampla tricotomia da articulagdo
femorotibiopatelar, seguido da antissepsia da regido com clorexidina degermante e
clorexidina alcoolica.

As lesdes articulares foram realizadas apos abordagem cirlrgica parapatelar lateral,
com incisdo cutanea de 8 cm da regido proximal da patela até 5 cm da tuberosidade da tibia,
caudolateral ao ligamento patelar, seccionando o ligamento femoropatelar e a capsula
articular subsequente (Figura 1A). Apos a exposi¢ao da superficie articular troclear, com a
patela rebatida medialmente e articulacdo femorotibial flexionada, utilizou-se um punch
dermatoldgico de 7,0 mm, para confeccdo do molde de lesdo articular (Figura 1B).

Posteriormente, foi procedido o desgaste por escariagdo com fresa de 4,8 mm da area



27

demarcada (Figura 1C).

Figura 1: Artrotomia femoropatelar. A) Incisdo cirargica. B) Confeccdo do molde da lesdo,
utilizando um punch dermatologico de 7,0 mm. C) Escariacdo da falha com fresa de 4,8 mm.

D) Falha articular. E) Artrorrafia. F) Animal apds recuperacdo anestésica do procedimento

cirargico, com bandagem no membro operado.

As falhas articulares foram realizadas na por¢do distal da superficie articular, entre a
crista troclear medial e o sulco troclear, até a exposi¢do do osso subcondral.

Nos animais controle, apdés a realizacdio da falha articular, procedeu-se o
reposicionamento patelar no sulco troclear e artrorrafia (Figura 1E). Nos tratados, apos a
confecgdo da falha, realizou-se o recobrimento da mesma com gel de PRP, até o nivel da
superficie articular, sendo mantido no local da lesdao por meio de reposi¢ao patelar, recobrindo
a area (Figura 2). Antes da artrorrafia deste grupo, foram executados movimentos de flexao e
extensao, para posterior confirmacao visual de manutenc¢ao do gel no local da falha.

Para artrorrafia foi utilizado fio de acido poliglicolico nimero 1, em padrdo simples
continuo na capsula articular, seguido de aproxima¢dao de subcutdneo com fio de acido

poliglicolico nimero 0 e sutura de pele com fio de nailon nimero 0, em padrao Riverdin.
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Apos a recuperagdo poOs-anestésica, os animais foram encaminhados para as baias e
acompanhados diariamente, para realizagdo de exame clinico, curativos locais e administracao
de medicamentos. A regido cirurgica foi higienizada com clorexidine, solucao topica aquosa e
administracdo de rifamicina topica spray, seguindo-se aplicacdo de bandagem compressiva,
executada com malha tubular, algoddo ortopédico, atadura, seguida de bandagem elastica
autocolante; até a retirada dos pontos, com sete dias (Figura 1F). Os animais foram
submetidos a antibioticoterapia pods-operatoria com ceftiofur sédico 2,2 mg/kg, via
intramuscular, uma vez ao dia, durante sete dias. A analgesia foi realizada através da

administracdo intramuscular de cetoprofeno 3,0 mg/kg, uma vez ao dia, durante cinco dias.

Figura 2: Incorporacdo do gel de PRP no defeito induzido da articulagdo femorotibiopatelar

do membro pélvico esquerdo de um ovino. A) Alinhamento do gel de PRP na falha cirargica.

B) Gel de PRP posicionado na ferida cirurgica.

Como protocolo, os animais que apresentassem desconforto pods-operatorio,
evidenciado por inapeténcia, diminuicdo de ingestdo de 4gua ou reflexo de retirada do
membro a palpagdo, seriam submetidos a resgate analgésico por meio da administragao
adicional de opiodide (butorfanol), via intravenosa na dose de 0,2 mg/kg, administrado

lentamente durante um minuto, repetindo-se a cada quatro horas, quando necessario.
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3.3 Preparacio do PRP

No dia do experimento, apds tricotomia e antissepsia com alcool 70% da regido
cervical, foi efetuada a colheita via pun¢ao jugular de aproximadamente 31 mL de sangue de
cada animal, em seis tubos a vacuo de 4,5 mL com citrato de sodio 3,2 % (BD Vacutainer®,
Brasil), para preparacdo em duplicata do PRP, e um tubo de 4 mL contendo EDTA K2 (BD
Vacutainer®, Brasil), para quantificar as plaquetas totais (Figura 3A).

Utilizou-se agulha para coleta multipla de sangue a vacuo 21G (0,8 x 25 mm) (Labor
Import, Comercial Importadora Exportadora LTDA, Osasco, Sdo Paulo, Brasil) e adaptador
padrdo de agulha (Labor Import, Comercial Importadora Exportadora LTDA, Osasco, Sao
Paulo, Brasil). Apos a coleta, os animais foram encaminhados ao centro cirurgico, para a
realizagdo da artrotomia, e de forma simultanea, foi realizado o processamento da amostra em
laboratorio.

A amostra de sangue foi entdo dividida em dois tubos Falcon de 15 mL (Corning®
CentriStar, Nova lorque, EUA), que se mantiveram em descanso por 30 minutos em caixa de
isopor fechada sem gelo, seguido da primeira centrifugacdo durante cinco minutos a
aproximadamente 1600 rpm em centrifuga (modelo 80-2B, Daiki, Japao) (Figura 3B). Os
tubos entdo foram acomodados em caixa de isopor e permaneceram em descanso por 30
minutos nas mesmas condi¢des, para em seguida passarem pela segunda centrifugacao
durante 20 minutos a aproximadamente 2400 rpm (Figura 3C). Apos a centrifugacdo, o
sangue foi mantido em repouso durante 40 minutos também na caixa de isopor.

Ao final dessa etapa, descartou-se 75% do volume do plasma sobrenadante (plasma
pobre em plaquetas) de cada tubo (Figura 3D). O restante do plasma, o PRP, foi coletado com
uma seringa de 1 mL (Figura 3E) e transferido individualmente para outros dois tubos Falcon,
com as mesmas especificagdes, identificados, para realizacdo da duplicata. Esse conteudo por
fim, foi homogeneizado e retirado uma pequena por¢do de cada tubo, para contagem de
plaquetas separadamente.

Com a verificagdo do numero de plaquetas, a amostra que apresentou maior
quantidade, foi selecionada e submetida a ativag¢do plaquetaria para ser transformado o estado
liquido em gelatinoso. Desta forma, o PRP foi transferido para um microtubo de centrifugacdo
(tipo eppendorf) de 2,0 mL (Olen, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Brasil) e para cada 1 mL de
plasma, foi adicionado 40 pL de cloreto de calcio a 10%, homogeneizado e mantido por 30
segundos em banho-maria a 37,0 °C, conforme descrito por Nunes Filho et al. (2007). Apos

aproximadamente 15 minutos ocorreu a geleificagdo do material, o qual foi encaminhado para
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o0 centro cirurgico ¢ implantado imediatamente na falha articular (Figura 3F).

Figura 3: Preparagdo do PRP. A) Coleta de sangue nos tubos a vacuo de 4,5 mL com citrato
de sodio 3,2 %. B) Tubos Falcon apds primeira centrifugacdo. C) Amostras em descanso,
apos segunda centrifugagdo. D) Descarte de 75% do plasma sobrenadante. E) Coleta do

plasma restante. F) PRP apos geleificacdo em banho- maria.

3.4 Coleta de material e preparacgao das laminas histolégicas

Ap6s o periodo de 30 e 120 dias, dependendo do grupo experimental, os animais
foram submetidos a eutandsia, por meio de protocolo anestésico, utilizando-se medicacao pré-
anestésica com xilazina 0,1 mg/kg, via intravenosa, seguindo-se a indu¢do anestésica com
tiopental 25,0 mg/kg, via intravenosa, e, posteriormente a administragdo intravenosa de

cloreto de potassio na dose de 100 mg/kg. Apo6s a confirmagdo da eutanasia, foi procedida a
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artrotomia com acesso lateral, para coleta da superficie articular troclear. Foram obtidos
blocos osteoarticulares, por meio de serra dssea, removendo-se toda a tréclea femoral, com o

cuidado em evitar a manipulacao da superficie articular.

3.5 Analise histologica

Tabela 2: Pontuacao histologica usada, para reparo da cartilagem articular (0 = totalmente

reparado; 1 = intensamente reparado; 2 = parcialmente reparado; 3 = fracamente reparado; 4 =

auséncia de reparo).

Analises Escores Qualificacoes
Preenchimento do defeito 0 91-110%
1 76-90%
2 51-75%
3 26-50%
4 <25%
Predominancia de condrocitos 0 80-100% da area
1 Base ¢ laterais
2 Apenas laterais
3 Nenhum
Organizag¢do de condrocitos 0 Arranjo normal
1 Grupos iségenos multiplos na base
2 Grupos iségenos duplos na base
3 Nenhum grupo is6geno
Integracdo com cartilagem perimétrica 0 Totalmente integrado
1 Fenda de um lado
2 Fenda nos dois lados
3 Defeito vazio
Integracdo com osso subcondral 0 Completamente anexado
1 Fenda em <50% da base
2 Fenda em 50-90% da base
3 Sem anexagdo
Arquitetura de superficie (fibrilagdo) 0 Superficie lisa normal
1 Fibrilagdo leve
2 Fibrilagao moderada
3 Fibrilagao grave
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As pecas anatdmicas foram fixadas em solugdo aquosa de formaldeido a 10%, até o
momento do processamento histotécnico, segundo técnica de rotina. Em laboratério, as pecas
foram emblocadas em parafina, apds a inclusdo, realizou-se a descalcificacdo e microtomia
em microtomo com cortes histologicos seriados de 5 um. Os cortes histologicos foram entao
desparafinados em xilol e hidratados sequencialmente em etanol 100%, 95%, 70% e agua
destilada. Por fim, os cortes foram corados com HE para avaliar a morfologia.

A leitura das laminas foi realizada as cegas por dois observadores, 0s quais atribuiram
escores, de acordo com as qualificacdes das andlises. Os parametros avaliados foram:
preenchimento do defeito, predominancia de condrécitos, organizagdo de condrocitos, fixacao
do tecido de reparo ao osso subcondral e a cartilagem perimétrica, fibrilagdo superficial do
tecido de reparo (Tabela 2), adaptado de Wilke, Nydam e Nixon (2007).

Os dados foram tabulados e avaliados por analise descritiva.

4 RESULTADOS

Nao houve nenhuma complicacdo durante o procedimento cirtirgico ou apds. Os
animais foram tolerantes a anestesia e ao procolo analgésico, sem a necessidade de analgésico
de resgate. Além disso, com os testes de flexdo e extensao do membro, antes da artrorrafia nos
animais dos grupos tratados, foi possivel confirmar visualmente que o gel de Plasma Rico em
Plaquetas se manteve no local da falha.

Quanto a avaliagdo microscopica, houve completa integragao do tecido de reparo com
0 o0sso subcondral e com a cartilagem perimétrica, em todos os animais do experimento.

Nenhum dos animais apresentaram organizagao normal de condrécitos (escore 0) (Tabela 3).

Tabela 3: Escores de cada parametro identificados por grupo.

GCI GCII GTI GTI
Preenchimento do defeito 1 0,1,2e¢e4 O Oel
Predominancia de condrécitos 1 0,1e2 1 Oel
Organizag¢ao de condrocitos 1 2e3 1 1
Integragdo com cartilagem perimétrica 0 0 0 0
Integragdo com osso subcondral 0 0 0 0
Arquitetura de superficie (fibrilagao) 2 1,2e3 0 1

No parametro preenchimento do defeito, os grupos tratados apresentaram mais de 76

ou 91% da area preenchida. Houve predominancia de condrécitos em mais de 80% do tecido
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neoformado no GT II e em um animal do GC II. Quanto a organizagdo de condrdcitos, foi
identificado presenca de grupos is6genos multiplos no GC I, GT I e GT II. Em relagdo a
arquitetura de superficie no GT I, ndo houve fibrilagdo, apresentando uma superficie lisa,
semelhante ao tecido integro.

O GT I foi superior ao GC I no critério preenchimento do defeito e arquitetura da
superficie, e escore igual nos demais quesitos. J& o GT II, em geral apresentou escores
superiores ao GC II (Tabela 3), com arquitetura superficial lisa, presenga de grupos isd6genos
multiplos e matriz densa e organizada (Figura 4). Nos grupos controle, os animais
apresentaram grau de fibrilagdo leve a grave, com presenca de fibroblastos e fibras colagenas
desorganizadas, caracterizando um tecido fibroso ou fibrocartilaginoso (Figura 5).

Durante a avaliacdo das laminas histologicas, foi detectado no tecido de reparo do
animal tratado com gel de PRP e avaliado aos 30 dias, plasmdcitos na regido mais profunda, e
tecido de granulagdo com grupos iségenos mulplicos ao redor na superficie do material em

formagao.

Figura 4: Tecido neoformado, do GTII. A) Possivel observar falha completamente
preenchida, com integragao do tecido neoformado com o original e arquitetura superficial lisa,
sem desnivelamento entre os tecidos, em aumento de 4x, corado com HE. B) Presenca de

condrocitos, grupos iségenos e grupo isdgeno multiplo (seta preta), matriz densa e organizada,

em aumento de 20x, corado com HE.
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A concentracdo de plaquetas no PRP obtido dos ovinos, foram 158.000/ul, 230.000/ul

e 459.000/ul, sendo 1,8 vezes maior que no sangue total em média.

Figura 5: Tecido neoformado, do GC II. A) Possivel observar area pouco preenchida, com
fibrilagdo moderada e integracdo do tecido neoformado com o original, em aumento de 4x,
corado com HE. B) Presenca de fibras colagenas desorganizadas, fibroblastos e alguns

condroécitos), em aumento de 20x, corado com HE.

5 DISCUSSAO

A cartilagem articular exerce fungdes essenciais para o bom funcionamento da
articulagdo. Com sua morfologia especifica e reparo limitado ap6s a lesdo, hd procura
constante por alternativas de tratamento que promova sua regeneragdo, envolvendo
principalmente intervengdes cirargicas (ALFORD; COLE, 2005; HAYES JUNIOR et al.,
2001; MITHOEFER et al., 2009).

Devido a semelhanga da articulagdao femorotibiopatelar dos caprinos € ovinos com a
humana, estes sdo animais de eleicdo como modelo animal de experimentagdo para reparo da
cartilagem nesta articulacdo (HUGTEN et al., 2021).

Em um estudo experimental comparando os defeitos trocleares e condilares em
coelhos, as lesdes que apresentaram maior qualidade e quantidade do tecido de reparo, foram
aquelas induzidas na trdclea, possivelmente devido as diferencas nas propriedades bioldgicas
das células-tronco da medula 6ssea subcondrais desses dois locais (DWIVEDI et al., 2021).

Além disso, defeitos osteocondrais na troclea apresentam menos formacao de cistos quando
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comparado aos defeitos em condilos (LOTZ et al., 2021; NIEDERAUER et al., 2000). Desta
forma, a tréclea foi o local de escolha para realizagdo da falha da cartilagem articular neste
estudo.

Apesar do defeito da cartilagem articular geralmente ser executada de forma
experimental no sulco troclear do fémur em ovinos, pela concavidade que a regido apresenta
(CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013; HOEMANN et al., 2005; HOEMANN
et al., 2010; WILLIAMS; DREESE; CHEN, 2004), Lotz e colaboradores (2021) afirmaram
que a superficie mais plana da face medial da troclea, permite maior fixacdo de implantes,
assim como observado no presente estudo. Isso demonstra que a técnica pode ser utilizada
como modelo de experimentagdo animal, para analise de reparo de cartilagem articular, em
trabalhos futuros.

De acordo com a avaliagdo microscopica, nos animais tratados observou-se maior
espessura do tecido neoformado, no entanto, todos apresentaram bom nivelamento deste
tecido com a cartilagem integra, diferentemente de Carneiro e colaboradores (2013), em que
todas as ovelhas apresentaram desnivelamento do tecido, no membro tratado e nao tratado, o
que pode ter ocorrido devido ao local de escolha da falha, no sulco troclear.

A presenga de condrocitos e a integracdo completa do tecido neoformado com a
cartilagem integra e com o osso subcondral foi identificada em todos os animais, pois ao
penetrar o osso subcondral e acessar as células tronco mesenquimais, estas ja atuam por si sO
no reparo cartilaginoso, por gerar uma reposta inflamatoria e liberar fatores de crescimento.
No entanto, usando apenas células tronco a condrogénese tende a cessar (BUCKWALTER,
1998; WILKE; NYDAM; NIXON, 2007).

Quanto a organizagdo dos condrécitos, houve presenca de grupos iségenos multiplos e
varias duplas de condrécitos no GC I, GT I e GT II. Essa acdo ¢ resultado da divisdo mitdtica
dos condrdcitos, na tentativa formagdo da cartilagem hialina (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

O tecido de reparo, apds sua formagdo, se remodela progressivamente, tornando-se
cada vez mais liso, semelhane ao tecido original (BUCKWALTER, 1998). No presente estudo
o GT I e o GT II apresentaram melhor arquitetura, com superficie lisa ou leve fibrilagdo e
tecido mais organizado, enquanto em ambos os grupos controle, todos os animais
apresentaram algum grau de fibrilagdo, presenca de fibroblastos e fibras coldgenas
desorganizadas semelhante ao tecido fibroso (conjuntivo denso), sendo esta uma deplecao
caracteristica de grandes lesdes osteocondrais (BUCKWALTER, 1998; ROCHA JUNIOR et
al., 2016).
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O PRP por defini¢do deve conter no minimo 200.000 de plaquetas/ul (BOSWELL et
al., 2012), porém alguns autores afirmam que, para obter resultados satisfatorios na reparacao
tecidual com o uso de PRP, ¢ necessaria uma concentragao de 1.000.000 de plaquetas/ul em
humanos (MARX, 2001).

Outros autores indicam o uso de concentragdes de plaquetas 4 a 6 vezes maiores do
que no sangue total (MARTINEZ-MARTINEZ; RUIZ-SANTIAGO; GARCIA-ESPINOSA,
2018; VENDRAMIN et al. 2006; WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016). No entanto, resultados
satisfatorios foram obtidos com concentragdes de plaquetas entre 1,56 a 4,34 vezes maiores
que os valores basais em ovinos (CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013) e 2
vezes maior em média em equinos (BOSWELL et al., 2014).

Essas variagcdes ocorrem porque a concentracdo média de plaquetas no sangue total
dos ovinos pode oscilar entre 100.000 e 512.000 plaquetas/ul, de acordo com a idade e
condic¢do fisica do animal nos diferentes trabalhos (BATISTA et al., 2009; CARNEIRO;
BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013; JAKSE et al., 2003). Ja neste estudo, a concentragao
de plaquetas nos animais tratados variou de 136.000 a 257.000 plaquetas/pl no sangue total e
158.000/u1 a 459.000/ul no PRP, sendo este 1,8 vezes maior que no sangue total em média.

O tecido de granulacao geralmente € encontrado na base do defeito (BUCKWALTER,
1998), no entanto, no presente estudo houve um achado de tecido de granulagdo proximo a
superficie do tecido neoformado em um animal tratado com avalia¢do aos 30 dias, repleto de
condroécitos ao redor. Este processo € resultado da estimulacdo da medula 6ssea, ao acessar o
osso subcondral, o qual promove a formagio de tecido fibrocartilaginoso (ROCHA JUNIOR
etal., 2016).

6 CONCLUSAO

Conclui-se que o modelo experimental de falha articular na face medial da troclea do
fémur em carneiros, realizada entre o sulco e a crista troclear medial, para avaliacao de reparo
da cartilagem articular, mostrou-se viavel nos animais utilizados. E que o protocolo do plasma
rico em plaquetas empregado de forma terapéutica, resultou em tecido neoformado com boa

caracteristica morfologica nos animais avaliados.
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