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CONCENTRADO AUTOLOGO DE PLAQUETAS NA OSTEOARTROSE INDUZIDA
EM COELHOS: AVALIACOES ARTROSCOPICA, MACROSCOPICA,
HISTOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA DA ARTICULACAO FEMORO-
TIBIO-PATELAR.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do concentrado aut6logo de plaguetas (CAP) na
osteoartrose (OA) induzida experimentalmente em coelhos, através da avaliacdo histologica,
imuno-histoquimica e artroscopica, e simultaneamente, determinar as concentragdes
plasméticas do fator de crescimento transformador Bl (TGF-B1) e do fator de crescimento
derivado das plaguetas (PDGF). Foram utilizados 30 coelhos machos, adultos jovens, saudaveis,
daraca Nova Zelandia, com massa corporal média de 3,0kg, submetidos a ruptura do ligamento
cruzado cranial (LCCr) (M1) por video artroscopia para a inducdo da OA. Aos 21 dias depois
da ruptura, os coelhos foram submetidos a reconstituicdo do ligamento (M2) por video
artroscopia e foram divididos em dois grupos de acordo com o tratamento: O grupo controle,
que recebeu 0,5 ml de solucdo Ringer Lactato por via intra-articular e o grupo CAP, que recebeu
0,5 ml de concentrado aut6logo de plaquetas por via intra-articular. As injecGes intra-articulares
dos tratamentos foram realizadas imediatamente ap0s a reconstituicdo do ligamento, aos 15 e
aos 30 dias ap0s a reconstitui¢do. Cinco coelhos de cada grupo foram eutanasiados aos 15 dias
apos a reconstituicao (M3), outros cinco aos 30 (M4), e os restantes cinco coelhos de cada grupo
aos 60 dias (M5) apds a reconstituicdo. Nesses mesmos momentos, foram feitas avaliaces
artroscopicas para avaliar a evolugdo do processo degenerativo e a resposta aos tratamentos
aplicados e antes de cada procedimento, foram coletados dois ml de sangue da artéria auricular
central e depositados em tubos contendo EDTA e posteriormente acondicionadas em
eppendorfes estéreis em duas aliquotas iguais para fazer a dosagem de TGF-p1 ¢ PDGF
respectivamente. Nos M3, M4 e M5, depois da eutanasia dos animais, foram coletados
fragmentos da capsula sinovial e da cartilagem articular para a avaliacdo histoldgica e imuno-
histoquimica. Foi observado na avaliacdo histoldgica que os animais que receberam o CAP
apresentaram, significativamente, (p<0,05) menor inflamagdo sinovial, menor proliferagédo
celular e menor degradacdo da matriz extra celular (MEC) quando comparados com os coelhos
que receberam Ringer Lactato. Na avaliacdo imuno-histoquimica os animais que receberam o
CAP apresentaram, significativamente, menor expressao (p<0,05) de interleucina 1 (IL-1p), de
fator de necrose tumoral (TNFa), da proteina morfogenética 2 (BMP-2) e, significativamente,
maior expressdo de PDGF na membrana sinovial quando comparados com os coelhos que
receberam Ringer Lactato, e na cartilagem dos animais desse mesmo grupo, expresséo,
significativamente (p<0,05) menor, de IL-1B e de TNFa e maior expressdo de BMP-2 e PDGF
qguando comparados com os animais do grupo controle. Na avaliacdo artroscopica foi observado
nos animais que receberam o CAP melhora significativa (p<0,05) na inflamacdo da membrana
sinovial, menor formag&o de corddes fibrosos e menos fibrilagao da cartilagem. Finalmente, na
avaliacdo da concentragdo dos fatores de crescimento, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas (p>0,05) nas concentracbes de TGF-pl1 em nenhum dos
momentos avaliados apds as aplicacdes do CAP, e foi observado diferenca estatisticamente
significativa na concentracdo plasmatica do PDGF no M5 nos animais do grupo CAP quando
comparado com os animais do grupo controle. Segundo os resultados deste experimento,
conclui-se que o CAP é capaz de controlar o processo inflamatorio que acontece durante a OA
melhorando a sinovite presente na capsula sinovial ao tempo que diminui a degradacédo da
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cartilagem articular. Adicionalmente, esse composto bioldgico regula a sintese e secrecdo de
citocinas inflamatdrias e aumenta a liberagdo do PDGF.

Palavras chave: fatores de crescimento, plasma rico em plaquetas, artroscopia, coelho, imuno-
histoquimica.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of autologous platelet concentrate (APC) on
osteoarthritis  (OA) experimentally induced in rabbits, through histological,
immunohistochemical and arthroscopic evaluation, and simultaneously determine plasma
concentrations of the transforming growth factor p1 (TGF -B1) and platelet-derived growth
factor (PDGF). The study used 30 male rabbits, young, healthy, New Zealand breed, with an
average body mass of 3.0 kg, and submitted to rupture of the cranial cruciate ligament (CrCL)
(M1) by video arthroscopy to induce OA. At 21 days after the rupture, the rabbits were
submitted to ligament replacement (M2) by video arthroscopy and were divided into two groups
according to the treatment: The control group, which received 0.5 ml of the Ringer Lactate
solution by intra-articular injections and the CAP group, which received 0.5 ml of autologous
platelet concentrate by intra-articular injections. The intra-articular injections of the treatments
were performed immediately after the ligament replacement, at 15 and 30 days after the
replacement. Five rabbits from each group were euthanized at 15 days after replacement (M3),
another five at 30 (M4), and the remaining five rabbits from each group at 60 days (M5) after
replacement. At those same moments, arthroscopic evaluations were carried out to assess the
evolution of the degenerative process and the response to the treatments applied and before
each procedure, two ml of blood from the central auricular artery were collected and deposited
in tubes containing EDTA and later stored in sterile eppendorfs in two equal aliquots to measure
TGF-B1 and PDGF respectively. In M3, M4 and M5, after euthanasia of the animals, fragments
of the synovial capsule and articular cartilage were collected for histological and
immunohistochemical evaluation. It was observed in the histological evaluation that the
animals that received the CAP had significantly (p <0.05) less synovial inflammation, less cell
proliferation and less degradation of the extracellular matrix (ECM) when compared to the
rabbits that received Ringer Lactate. In the immunohistochemical evaluation, the animals that
received the CAP showed lower secretion (p <0.05) of interleukin 1 (IL-1p), tumor necrosis
factor (TNFa), morphogenetic protein 2 (BMP-2) and greater secretion of PDGF in the synovial
membrane when compared to the rabbits that received Ringer Lactate, and in the cartilage of
the animals of that same group, significantly lower (p <0.05) IL-1p and TNFa secretion and
greater BMP-2 synthesis and secretion and PDGF when compared to animals in the control
group. In the arthroscopic evaluation, a significant improvement (p <0.05) in inflammation of
the synovial membrane, less formation of fibrous cords and less fibrillation of the cartilage was
observed in the animals that received CAP. Finally, when assessing the concentration of growth
factors, there were no statistically significant differences (p> 0.05) in TGF-B1 concentrations
in any of the moments evaluated after CAP applications, and a statistically significant difference
in plasma concentration was observed of PDGF in M5 in CAP group animals when compared
to control group animals. According to the results of this experiment, it is concluded that the
CAP is able to control the inflammatory process that occurs during OA, improving the synovitis
present in the synovial capsule while decreasing the degradation of the articular cartilage.
Additionally, this biological compound regulates the synthesis and secretion of inflammatory
cytokines and increases the release of PDGF.

Keywords: growth factors, platelet-rich plasma, arthroscopy, rabbit, immunohistochemistry.

15



1. INTRODUCAO GERAL

A OA ou doenca articular degenerativa € uma das principais causas de dor e incapacidade fisica
na medicina humana e na medicina veterinaria, resultando em elevados custos médicos,
incapacidade fisica e em baixa qualidade de vida. Embora existam alguns fatores de risco
associados com a OA, como predisposicdo genética, idade, obesidade, mal alinhamento
articular, doengas infecciosas e traumas, a patogénese da OA é ainda discutida (Cho et al., 2015;
Lee et al., 2013; Valdes e Spector, 2010).

As manifestacGes clinicas da OA incluem dor, rigidez articular, diminuicdo da amplitude dos
movimentos e perda da funcdo (Osorio-Carmona e Rezende, 2014; Intema et al., 2010).
Deterioracdo progressiva e perda da cartilagem articular com mudancas estruturais e funcionais
concomitantes, incluindo a membrana sinovial, ligamentos peri-articulares e 0sso subcondral
também sdo observadas (Mobasheri e Batt, 2016).

As opcdes terapéuticas atualmente disponiveis tém efeito somente por curto prazo e acdo
paliativa, sendo que, na maioria dos casos, apresentam-se ineficientes e nédo interferem nos
mecanismos bioquimicos e fisiopatoldgicos envolvidos na degeneracao da cartilagem articular
e na inducdo da dor em articulagdes artriticas (Cho et al., 2015; Lee et al., 2013).

Com a introducdo relativamente recente das terapias celulares, dentre elas o plasma rico em
plaquetas (PRP) ou CAP, em diferentes situagdes clinicas, surge uma possivel alternativa de
controle mais eficaz da OA que acomete as diferentes articulagcdes. Os resultados clinicos
sugerem que este produto pode ser Util no tratamento da doenca, mas faltam estudos controlados
gue comprovem seu efeito (Osorio-Carmona et al., 2017; Patel et al., 2013).

2. HIPOTESE

O CAP quando aplicado por via intra-articular tem um efeito benéfico sobre a OA em coelhos,
diminuindo a sinovite e a degradacéo da cartilagem articular.

3. OBJETIVO

Identificar, registrar e comparar os efeitos do CAP e do Ringer lactato nas articulacdes de
coelhos com OA induzida, verificando as alteracdes macroscopicas, celulares e plasmaticas
derivadas desses tratamentos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar por meio da histologia as alteracBes celulares na cépsula sinovial e na
cartilagem articular induzidas pela aplicagdo do CAP ou do Ringer lactato;

e Avaliar por meio da imuno-histoquimica a influéncia do CAP ou do Ringer lactato no
padrdo de sintese e liberagdo da IL-1B, do TNF-a, da BMP-2 e do PDGF pelos
sinovidcitos, condrocitos e macrofagos presentes no tecido articular

e Avaliar por médio da artroscopia as alteracbes macroscopicas decorrentes da OA e a
eficiéncia do tratamento em tempo real.

e Determinar os niveis plasmaticos do TGF-f1 e do PDGF dos coelhos tratados ou ndo
com CAP através do teste de ELISA.

16



CAPITULOI

ARTICULACAO FEMORO-TIBIO-PATELAR: ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS
E ESTRUTURAIS E EFEITO DO CONCENTRADO AUTOLOGO DE PLAQUETAS
(CAP) NA OSTEOARTROSE (OA).

(Reviséo de literatura)

Introducéo

A complexa articulacdo fémoro-tibio-patelar e as estruturas que a compdem, desenvolvem um
importante papel durante a deambulagdo. Cada um dos componentes da articulagdo, sob
condic¢des normais, desempenha fungdes fisioldgicas especificas que permitem o deslocamento
do animal e minimizam o impacto das forgas que agem sob 0s 0ssos e a musculatura (Figura 1)
(Martel-Pelletier et al., 2008).

Do ponto de vista biomecanico os componentes da articulacdo sdo tecidos capazes de
influenciar constantemente a sintese e degradacdo da matriz extracelular. Tecidos como a
capsula sinovial, os meniscos, os ligamentos, e inclusive, o liquido sinovial, influenciam a
homeostase articular, além de participar ativamente dos processos catabdlicos e degradativos
que tem lugar nas diferentes patologias que acometem as articulagdes (Torrente e Farriol, 2012).
Os mecanismos de ac¢ao dos fatores de crescimento e interleucinas podem favorecer ou inibir a
sintese dos componentes da matriz, a0 mesmo tempo que favorecem a acdo de moléculas que
degradam a cartilagem e os demais tecidos (Torrente e Farriol, 2012; Vasara et al., 2009).

inactive) S— ) h

Figura 1. Fisiologia da articulacdo fémoro-tibio-patelar. Modificado de lvirico et al., 2017.

Lesdes envolvendo um ou Vvarios componentes articulares alteram a estrutura e a fungdo da
articulacdo como um todo. Capsula, cartilagem, liquido sinovial e ligamentos podem apresentar
diversas alteragbes que podem induzir e acelerar o aparecimento dos sintomas clinicos do
processo degenerativo (Guilak, 2011).

AlteracOes degenerativas que acometem as articulagdes cursam com perda da arquitetura da
MEC, da estrutura do colageno, dos proteoglicanos, agrecanos e demais moléculas que formam
os tecidos articulares. Essas alteracdes sdo mediadas por enzimas catabdlicas e pelas interacoes
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entre os fatores bioquimicos, biomecanicos e inflamatdrios que aceleram e acentuam a
degeneracdo das estruturas (Fukui et al., 2003).

O tratamento disponivel para a OA, artrite e outras doencas degenerativas das articulacdes
limita-se ao uso de medicacOes paliativas e para o controle da dor. A pouca efetividade no
controle da progressdo da OA ¢ devida principalmente ao pouco conhecimento das interac6es
moleculares que s&o responsaveis pela degradacdo da MEC (Hunter e Eckstein, 2011).

Nas Ultimas décadas, tem sido amplamente documentado em diversas pesquisas o efeito
benéfico dos produtos derivados de plaguetas, quando utilizado em lesdes que acometem o
sistema musculoesquelético. Concentrados de plaquetas, plasma rico em plaquetas, gel de
plaquetas, dentre outros produtos atuam diminuindo e regulando a resposta inflamatéria no
local onde sdo aplicados e estimulam a diferenciacdo celular e a regeneracdo tecidual, sendo
assim uma alternativa no auxilio do controle da OA (Brossi et al., 2015).

1.1.Cartilagem articular

A cartilagem articular é um tecido conectivo especializado avascular e aneural que recobre 0s
componentes 6sseos das articulagdes diartodiais. Este tecido tem a funcao de suportar as cargas,
absorver impactos e suportar as forcas de cisalhamento que agem sobre as articulacdes. As
propriedades da cartilagem estdo relacionadas com a composicéo e estrutura de sua MEC, que
¢ constituida principalmente por uma alta concentracéo de proteoglicanos (agrecanos) dispostos
numa densa rede de fibras de colageno e grande quantidade de dgua. A cartilagem é composta
por uma populacdo de células dispersas no tecido, chamadas condrdcitos, 0s quais Sao
responsaveis pela sintese e manutencdo da MEC (Martel-Pelletier et al., 2008).

Os componentes da MEC sdo altamente organizados, desde as camadas superficiais da
cartilagem até as camadas mais profundas. A cartilagem é dividida em quatro zonas com
diferentes fungdes: a zona superficial, a zona média ou transicional, a zona profunda ou radial
e a zona de cartilagem calcificada. Ndo ha um limite definido entre as trés primeiras zonas
(Figura 2) (Martel-Pelletier et al., 2008).

A zona superficial, a mais fina das quatro, é formada de fibrilas de colageno finas com
orientacdo tangencial, baixo contetdo de proteoglicanos e condrdcitos alongados alinhados
paralelamente com a superficie. Essa zona estd em contato direto com o liquido sinovial e é a
responsavel pela maior parte das propriedades mecénicas da cartilagem que permitem resistir
as forcas de cisalhamento, de tenséo e de compressdo durante a movimentacao articular (Martel-
Pelletier et al., 2008; Venn, 1979).

A zona média representa 40-60% da espessura total da cartilagem, é formada por proteoglicanos
e fibrilas de colageno mais espessas organizadas em feixes ou camadas radiais. Os condrdcitos
nesta zona estdo em menor quantidade e tem forma redonda. Na zona profunda os condrdcitos
tem a mesma forma arredondada e estdo alinhados perpendicularmente em relacéo a superficie
articular, também em menor quantidade. Essa zona possui as maiores fibrilas de colageno numa
posi¢do radial e o mais alto conteudo de agrecanos (Martel-Pelletier et al., 2008; Venn, 1979).

A cartilagem calcificada esta separada das demais zonas por uma linha cimentada, que delimita,

fisica e mecanicamente a cartilagem hialina do o0sso subcondral. A principal funcdo dessa zona
parece ser a ancoragem da cartilagem ao 0sso, enquanto as fibrilas de coldgeno da zona radial
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penetram no interior da cartilagem calcificada. A populacéo celular é escassa nessa zona e 0s
condracitos sao hipertrofiados (Figura 2) (Martel-Pelletier et al., 2008; Stockwell, 1990).
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Figura 2. Cartilagem articular, organizacéo histologica (x50). Chave preta: zona superficial; Chave vermelha:
zona intermédia; Chave laranja: zona profunda. Seta preta: tidemark. C.C: cartilagem calcificada. Fonte: Arquivo

pessoal.
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Em torno dos condrdcitos existe uma fina camada de material ndo fibrilar, que representa o0s
produtos sintéticos dos condrdcitos, dentre eles os proteoglicanos e as glicoproteinas. Adjacente
a essa camada estd a MEC, que contém uma densa malha de fibras finas de coldgeno formando
uma estrutura similar a uma cépsula ao redor das células, proporcionando protecdo mecanica
aos condrdcitos (Stockwell, 1990).

A 4gua da cartilagem desempenha um papel fundamental na manutencdo da resisténcia do
tecido e contribui para a nutricdo da cartilagem e no sistema de lubrificacdo. O maior contetdo
de agua (80%) na cartilagem encontra-se adjacente a zona superficial da cartilagem e vai
diminuindo a medida que se aprofunda nas demais camadas. A maior parte do conteddo hidrico
presente na cartilagem € extracelular e carreia alguns sais inorganicas como sédio, célcio e
cloreto de potassio (Martel-Pelletier et al., 2008; Stockwell, 1990; Venn, 1979).

A manutencdo e fluxo da agua no tecido depende da interacdo com as macromoléculas. A
difuséo de &gua através da cartilagem auxilia na difuséo dos nutrientes do liquido sinovial pelos
tecidos, contribuindo para a nutricdo dos condrdcitos (Stockwell, 1990).

As fibras de colageno formam uma rede que proporciona a configuracdo e forma do tecido. O
colageno tipo 11 é especifico da cartilagem e € o tipo de colageno neste tecido (90-98% do total).
As propriedades mecanicas mais importantes das fibras de colageno sdo rigidez e resisténcia a
tracdo (Martel-Pelletier et al., 2008; Stockwell, 1990).
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O colageno tipo Il é composto de trés cadeias idénticas de polipeptidios que se organizam na
MEC em forma de fibrilas de colageno unidas umas as outras por meio de enlaces cruzados que
estabilizam a fibra e Ihe proporcionam resisténcia as forcas tenseis as quais a cartilagem
articular é exposta in vivo (Martel-Pelletier et al., 2008; Takahashi et al., 1994). Outros tipos de
colageno presentes na cartilagem incluem o colageno tipo XI, o colageno tipo IX, o coldgeno
tipo VI e o colageno tipo X gque sdo observados tanto em articulagdes saudaveis quanto naquelas
acometidas pela OA (Martel-Pelletier et al., 2008; Eyre et al., 2006).

Os proteoglicanos sdo formados por moléculas de agrecanos e representam 0 segundo
constituinte mais abundante na MEC da cartilagem articular (5-10%). Eles sdo moléculas
complexas formadas por um filamento central de acido hialurénico ao qual estdo unidos néo
covalentemente multiplos mondmeros (Lorenz e Richter, 2006).

A capacidade da cartilagem de absorver as cargas depende do conteudo de glicosaminoglicanos
(GAG) nas moléculas de agrecanos e de sua retengdo na MEC. A reducdo de GAG pode resultar
em sobrecarga na cartilagem articular quando submetida a esfor¢os, levando a uma resposta
adversa dos condrocitos caracterizada pelo aumento na producédo de proteases com consequente
degeneracdo do tecido. (Roughley et al., 2006).

O hialuronato € um GAG nao sulfatado caraterizado pelo seu grande comprimento, é sintetizado
na membrana plasmatica da célula e depositado diretamente no espago extracelular onde ocorre
a formacao dos agregados de proteoglicanos na matriz adjacente aos condrocitos. O conteido
de hialuronato na cartilagem articular aumenta com a idade & medida que seu tamanho diminui
(Holmes et al., 1988). A degradacéo do hialuronato pode ter efeito metabolico adverso sobre as
células, enquanto os oligosacarideos do hialuronato podem promover o catabolismo mediado
pela célula (Martel-Pelletier et al., 2008).

1.2.Cépsula e membrana sinovial

A membrana sinovial atua como uma membrana semipermeavel que controla a entrada e saida
de moléculas dentro do espaco intra-articular, mantendo a composi¢do do liquido sinovial que
é essencial para preservar o estado fisiolégico da cartilagem articular. Sob condi¢Ges normais,
as moléculas de alto peso molecular como a lubricinas e o &cido hialurénico ndo sdo permeaveis
pela membrana, permanecendo dentro da articulagéo e evitando a alteragdo na viscosidade e
composicao do liquido sinovial (Mazieres et al., 2006).

Os elementos celulares da membrana sinovial (sinovidcitos, fibroblastos, mondcitos) sdo as
principais fontes dos componentes do liquido sinovial. Estes componentes contribuem com as
propriedades funcionais Unicas das superficies articulares e modulam a atividade de outras
células como os condrécitos. Duas moléculas importantes produzidas pelas células da
membrana sinovial, a lubricina e o &cido hialurdnico, protegem e mantem a integridade das
superficies da cartilagem articular nas articulacdes diartrodiais. Essas duas moléculas diminuem
a friccdo proporcionando lubricacdo das superficies articulares. Adicionalmente, a lubricina
diminui a deposicao patoldgica de proteinas sobre a superficie articular (Rhee et al., 2005, Hui
etal., 2012).

Pesquisas sobre a fisiopatologia da OA tém focado principalmente nas mudancas que
acontecem na cartilagem articular e no osso subcondral durante o curso da doenga, porém
existem evidéncias de que a OA afeta todos os componentes articulares, incluindo a capsula
sinovial. Em condigdes fisiologicas o revestimento sinovial estd composto de uma fina camada
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de celulas com caracteristicas fenotipicas de macrofagos e fibroblastos. Essas células e o
estroma do tecido conectivo vascularizado subjacente formam uma estrutura complexa que €
uma importante fonte dos componentes do liquido sinovial, essencial para a fun¢do normal da
cartilagem e da articulacéo (Figura 3) (Scanzello e Goldring, 2012).
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Figura 3 Cépsula smowal organizacdo histoldgica (x50). Seta preta: Unica camada de smowocnos com forma de
escama. asterisco: estroma de sustentacdo. a: fibroblastos do estroma; b: vasos sanguineos.
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As alteracdes histologicas observadas na membrana sinovial durante a OA geralmente incluem
caracteristicas de uma sinovite inflamatéria com hiperplasia do revestimento sinovial,
infiltracdo de macrofagos e linfocitos, neo-angiogénese e fibrose. O padrédo da reacdo sinovial
varia com a duragdo da doenca e com alteragdes metabodlicas e estruturais em outros tecidos
articulares (Scanzello e Goldring, 2012).

Evidéncias sugerem que o processo inflamatério que tem lugar durante a OA envolve a
participacdo dos receptores tipo Toll e a ativacdo de complemento causado pelos produtos de
degradacdo da MEC e outros tecidos da articulacdo. A reacdo sinovial resultante pode levar a
sintese e liberacdo de ampla variedade de citocinas e quimiocinas. Esses mediadores
inflamatdrios sdo detectados nos tecidos articulares e no liquido sinovial durante a OA e
possuem efeitos catabdlicos sobre os condrocitos. Estes mediadores inflamatorios representam
potenciais objetivos para intervengdes terapéuticas propostas para reduzir os sintomas clinicos
e a injuria articular estrutural que ocorre na OA (Scanzello e Goldring, 2012).

A inflamac&o sinovial ou sinovite € um fendmeno observado nas articulagdes osteoartriticas e
que contribui para a patogénese da OA através da formacao de varios mediadores catabolicos e
pro-inflamatorios, alterando o equilibrio entre a degradacdo da matriz da cartilagem e sua
reparagdo. Os mediadores catabodlicos produzidos pela sinovia inflamada incluem as citocinas
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pré-inflamatorias, 6xido nitrico, prostaglandina E> e alguns neuropéptidos, que também
contribuem para a patogénese da OA aumentando a degradacédo da cartilagem (Sutton et al.,
2009).

Durante a progressdo da OA a membrana sinovial sintetiza e libera metaloproteinases e
agrecanases, as quais contribuem para a degradacdo da MEC. As alteragfes na membrana
sinovial podem resultar em concentra¢Ges diminuidas dos fatores protetores da cartilagem e
incrementar a producdo de fatores que contribuem para a degradacdo da matriz articular
(Bondeson et al., 2010).

O impacto clinico da sinovite na OA tem sido evidenciado em diversas pesquisas publicadas
tanto em humanos quanto em animais. Os resultados evidenciam uma correlacdo entre a
inflamacéo sinovial e sintomas como dor e diminuicdo da amplitude dos movimentos em
pacientes com OA que se acentua dependendo do grau de inflamacdo, afetando
consequentemente atividades como a deambulagdo, subir e descer escadas, dentre outras
(Scanzello e Goldring, 2012; Ishijima et al., 2011).

Resultados de pesquisas em humanos, comprovaram que a sinovite da articulacdo
temporomandibular estimula a producdo e liberacdo de IL 8 causando infiltracdo de neutrdfilos
no tecido sinovial e promovendo inflamacdo do tecido. Os resultados indicam que ha uma
sobregulacdo desses mediadores inflamatérios com aumento de seus niveis na membrana
sinovial e no liquido sinovial induzindo um ambiente mais catabolico que leva a degradacao
dos tecidos articulares (Sato et al., 2007).

Animais com sinovite possuem sintomas caracteristicos como inflamacdo articular, rigidez,
hiperemia local, dor e efusdo articular como consequéncia do espessamento da capsula sinovial
e do aumento na sintese de liquido sinovial. Histologicamente essa sinovite é caracterizada pela
infiltracdo de células inflamatdrias na membrana sinovial e aumento na liberagdo de substancias
pré-inflamatorias no espaco articular (Robinson et al., 2016).

1.3.Meniscos

Os meniscos sdo considerados uma importante estrutura que forma parte da complexa
biomecénica articular e é essencial para 0 adequado funcionamento da articulacdo fémoro-tibio-
patelar. Em mamiferos, existem dois meniscos, 0 medial e o lateral constituidos por tecido
fibrocartilaginoso interposto entre o fémur e a tibia. Dentre as principais funcGes dessas
estruturas, encontra-se a absorcdo de impactos, distribuicdo de cargas, propriocepcao,
manutencdo da estabilidade articular, protecdo da cartilagem articular, lubrificacdo da
articulacdo e nutricdo da cartilagem articular (Marsano et al., 2007; Sweigart et al., 2003;
Caldwell et al., 1994).

O tecido fibrocartilaginoso que compde os meniscos dos animais domésticos é composto
principalmente de fibras de colageno tipo | e quantidades menores de fibras de colageno tipo Il
organizadas em trés camadas. Uma camada de fibrilas finas de aproximadamente 30nm de
didametro que recobre a superficie do menisco, uma camada em forma lamelar subjacente de
feixes de fibras de colageno arranjadas em forma radial ou em diferentes angulos e o corpo do
menisco que é formado por feixes de colageno arranjados circunferencialmente e com aparéncia
de fibras atadas (Kambic e McDevitt, 2005). A expressdo genética de colageno tipo | €
relativamente inativa nos meniscos de cées adultos, porém é super expressada apos alguma
leséo no tecido (Wildey et al., 2001).
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A composigdo dos meniscos € similar a outros tecidos fibrosos como tenddes e ligamentos. O
tecido esta composto por aproximadamente 70% de adgua, com o colageno constituindo do 60-
70% do peso seco do tecido. Os proteoglicanos, a matriz de glicoproteinas e pequenas
quantidades de elastina compdem o restante do peso seco (Kambic e McDevitt, 2005).

As células predominantes no menisco sdo os fibrocondrécitos, que lembram os condrécitos,
porém sintetizam uma matriz fibrocartilaginosa diferente. O tecido fibrocartilaginoso do
menisco é composto de matriz extracelular com poucos fibrocondrocitos intercalados. Outros
tipos de colégeno estdo presentes em menores quantidades como o colégeno tipo I, 1l1, IV e V
(Caldwell et al., 1994).

O colageno no menisco forma fibras grossas que dao a estrutura e forma caracteristica do
menisco. A presenca destas fibras permite distinguir a fibrocartilagem do menisco da cartilagem
hialina das superficies articulares. As fibras de colageno sdo as responsaveis pela forca tensil
caracteristica desse tecido que permite resistir as forcas de compressdo exercidas sobre os
meniscos e as outras forcas que agem na articulacdo (Kambic e McDevitt, 2005; Caldwell et
al., 1994).

A morfologia dos meniscos assemelha-se a duas cunhas em forma de meia lua e sdo
considerados como extensfes da superficie do platd tibial. Geralmente, a borda externa é
convexa e constitui a porcdo mais espessa do menisco. Essa porcdo encontra-se aderida a
capsula articular adjacente. A forma do menisco afunila gradativamente a medida que este
adentra-se no espaco articular. A superficie interior, em contato direto com o platé tibial é
geralmente lisa, enquanto a superficie proximal é céncava, conforme a forma dos condilos
femorais (Figura 4) (Kambic e McDevitt, 2005; Caldwell et al., 1994).
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Figura 4. Meniscos na articulagdo fémoro-tibio-patelar em sua posi¢do anatémica. Tomado de Mateus, 2010.

23



O menisco possui dois Unicos pontos de ancoragem direta nos 0ssos, através da ancoragem
anterior e posterior. O suporte do peso corporal faz com que os condilos femorais exercam
pressdo sobre 0s meniscos, porém os pontos de ancoragem destes as estruturas adjacentes e a
conformacao estrutural das fibras de colageno que o compdem, previnem o colapso do mesmo
quando submetido as diferentes forcas que suporta a articulacdo (Kambic e McDevitt, 2005;
Caldwell et al., 1994).

O menisco lateral forma um semicirculo mais completo devido as diferentes regides de
ancoragem do corno anterior de ambos 0s meniscos. Os cornos anteriores e posteriores do
menisco lateral ancoram-se ao longo da eminéncia intercondilar, centralmente, enquanto a
ancoragem do menisco medial, se encontra nos aspectos anterior e posterior do platd tibial
(Caldwell et al., 1994). Em geral, os pontos de inser¢do dos meniscos sao afastados o suficiente
dos ligamentos cruzados e dos tenddes. As fibras dos cornos anteriores de ambos 0s meniscos
emergem juntas para formar o ligamento transverso, o qual conecta os dois cornos anteriores
dos meniscos lateral e medial (Caldwell et al., 1994).

Os meniscos estdo unidos aos condilos femorais através dos ligamentos meniscofemorais, que
se origina no corno posterior de ambos 0s meniscos e insere-se no aspecto lateral dos condilos.
Esse ligamento é considerado uma estrutura acessoria e acredita-se que tem como principal
funcdo aumentar a congruéncia entre os meniscos e os condilos femorais durante a flexdo do
joelho (Caldwell et al., 1994).

A grande maioria da estrutura dos meniscos é avascular exceto nas areas periféricas de ambos
meniscos, onde pode-se encontrar um plexo capilar originado do tecido capsular e sinovial
(Arnoczky e Warren, 1982). A parte mais interna dos meniscos € avascular e recebe
provavelmente toda a nutricdo através da difusdo do liquido sinovial e do estimulo mecénico,
que leva os micronutrientes no interior do menisco através de microcanais (Caldwell et al.,
1994).

Do ponto de vista biomecanico, o menisco exerce funcdes fundamentais como suporte de peso,
transmissdo de cargas, estabilidade articular, dentre outras. Estas funcdes sdo executadas gracas
a anatomia propria, as propriedades estruturais e mecanicas, mas podem estar comprometidas
na presenca de lesdes na estrutura do menisco ou apés cirurgias de meniscectomia, levando
inclusive ao desenvolvimento do processo articular degenerativo (Kambic e McDevitt, 2005;
Caldwell et al., 1994).

Os meniscos sao 0s responsaveis por suportar aproximadamente 45% da carga articular durante
a locomocdo e por transmitir aproximadamente 70% destas cargas ao longo da articulagéo
fémoro-tibio-patelar, porém esta capacidade é drasticamente reduzida quando ha ruptura das
fibras de coladgeno que compdem o menisco ou quando ha lesdes que comprometem a
capacidade de distribuicéo radial das cargas na articulacdo (Caldwell et al., 1994).

1.4.Liquido sinovial

A analise do liquido sinovial tem sido utilizada rotineiramente como uma ferramenta auxiliar
para o diagnéstico das diferentes alteracGes articulares. Alguns autores tém enfatizado a
importancia da analise do fluido sinovial de articulagbes normais ou com alguma patologia, em
relacdo a sua aparéncia macroscopica e ao conteudo celular, para classificar as caracteristicas
inflamatorias ou ndo inflamatorias das diferentes alteragdes (Torrente e Forriol, 2012;
Martinez-Castillo et al., 2010).
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Uma avaliacéo completa do liquido sinovial inclui trés andlises basicas: avaliagdo macroscopica,
que permite a definicdo das caracteristicas fisicas da amostra (volume, cor, viscosidade),
avaliacdo microscopica que inclui contagem completa dos leucécitos e analise da presenca de
cristais por microscopio de luz polarizada e a avaliacdo do liquido sinovial com diferentes
coloragGes (Gram, Wright, vermelho de Alizarin, Sudan negro, dentre outras) para avaliar a
celularidade e a presenca de cristais (Martinez-Castillo et al., 2010).

O liquido sinovial é considerado um dialisado do plasma sanguineo secretado pela membrana
sinovial e, em condi¢cBes normais, ndo contém fatores de coagulagdo, eritrocitos ou
hemoglobina e é formado principalmente por hialuronato e glicoproteinas lubrificantes
chamadas lubricinas, as quais diminuem a friccao e lubricam a articulacdo (Torrente e Forriol,
2012; Cuellar et al., 2010). Os niveis da maioria das proteinas plasmaticas do liquido sinovial
dependem de seu tamanho molecular, configuracdo e carga, da permeabilidade da membrana
sinovial e se as proteinas sdo sintetizadas ou nao localmente pela membrana (Strom et al., 1989).
O tipo e a concentracao das moléculas presentes no liquido sinovial proporcionam informacées
sobre a origem e 0 prognostico de certas alteracBes e auxiliam os tratamentos especificos
conforme a necessidade de cada caso (Martinez-Castillo et al., 2010).

A andlise do liquido sinovial permite a identificacdo de cristais, bactérias, células e alteracdes
fisicas e quimicas. Adicionalmente, auxilia no diagnéstico e progndstico das doencas e facilita
0 acompanhamento da evolugédo do tratamento de grande variedade de alteragdes. A avaliacdo
do liquido sinovial em pacientes com diferentes artropatias oriundas de diferentes causas tem
ganhado importancia devido ao emprego de novas técnicas para quantificar os niveis de
citocinas, imunoglobulinas, células e moléculas de ativacdo que auxiliam na identificacdo dos
processos articulares (Martinez-Castillo et al., 2010).

Com os avancos da biologia molecular, diferentes padrbes de expressao de citocinas e proteinas
no liquido sinovial tém sido gradativamente definidos e associados com a degradacéo articular.
As citocinas encontradas no liquido estdo implicadas na inflamacdo e na degradacdo da
cartilagem articular e sua concentracdo neste varia de acordo com a patologia e o estado geral
da articulacdo (Torrente e Forriol, 2012).

As principais citocinas envolvidas na inflamacao articular e encontradas no liquido sinovial séo
as interleucinas 1, 6, 8 e 10, o fator de necrose TNF-a, as metaloproteinases 1,3 e¢ 9 e algumas
agrecanases. Da mesma forma, existem outros fatores anabdlicos tais como o fator de
crescimento insulinico (IGF) e o TGF que também sdo expressos no liquido sinovial e podem
ser analisados para avaliar o estado, evolucdo e resposta ao tratamento de articulacGes
acometidas pela OA (Torrente e Forriol, 2012).

Kosinska et al. (2016) analisaram o perfil lipidico do liquido sinovial de articulagdes saudaveis
e com OA de cédes com ruptura do LCCr e de humanos saudaveis e com sinais precoces de OA
e 0 associaram com o estagio da doenca. Os autores observaram que mudancas no perfil lipidico
tanto de cées quanto de humanos estdo associados com uma menor lubrificacdo da cartilagem
e alteragdes no status inflamatdrio, assim os lipideos podem contribuir no desenvolvimento e
progressdo da OA.

Tem sido comprovada também a presenca de outras moléculas inflamatdrias no liquido sinovial
de articulacGes acometidas pela OA. A expressdo de defensina-3 e a defensina-4, moléculas
encarregadas de aumentar as vias catabdlicas da cartilagem articular, encontrou-se aumentada
no liquido sinovial da articulagdo temporo-mandibular de humanos diagnosticados com OA
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quando comparado com o LS de individuos sem nenhuma alteragdo, demonstrando assim que
o liquido sinovial € uma ferramenta importante no diagnostico e prognostico de alteracdes que
acometem as articulagdes sinoviais (Leonardi et al., 2015).

As patologias podem ter origem inflamatoria ou ndo inflamatoria de acordo com a andlise do
liquido sinovial (De Bruin et al., 2005). As artrites de origem inflamatdria sdo caracterizadas
por grave inflamacdo da membrana sinovial propiciando um aumento no fluxo de células
inflamatdrias (principalmente células polimorfonucleares) no liquido sinovial, como ocorre, por
exemplo, na artrite reumatoide canina, artrite infecciosa e Iupus eritematoso sistémico. As
artrites de origem ndo inflamatoria, que podem ser primarias/idiopaticas ou secundarias, sdo
caracterizadas por discreta a moderada inflamacé&o da sinovia e niveis normais ou discretamente
aumentados de células tipicamente mononucleares no liquido sinovial (De Bruin et al., 2005;
Bennett, 1999).

Verifica-se, portanto, a importancia da analise do liquido sinovial e sua contribuicdo para o
diagnostico, tratamento, avaliacdo da resposta a tratamentos e prognostico das doencas que
acometem as articulagbes sinoviais. A expressdo de prostaglandinas, citocinas pro-
inflamatdrias (IL-1, IL-6, IL-8, TNFa), quimiocinas e outros mediadores inflamatérios e
degenerativos encontra-se aumentada no liquido sinovial durante os processos patoldgicos
independente de sua origem etioldgica e os niveis desses mediadores no liquido sinovial variam
de acordo com o tempo de evolucdo e a gravidade da alteragcdo (Martinez-Castillo et al., 2010).

A andlise do liquido sinovial deve ser realizada sempre que possivel, tanto em articulaces
saudaveis quanto em articulagdes doentes para conhecer o tipo de processo instaurado
(infeccioso, inflamatdrio, imunoldgico, neoplésico, dentre outros) e desenvolver protocolos
terapéuticos direcionados de acordo com a necessidade especifica para cada caso (Cuellar et al.,
2010).

1.5.Tenddes e ligamentos

Os tenddes e ligamentos sdo estruturas de tecidos moles similares que executam tarefas
similares, porém distintas. Os tenddes transmitem forcas geradas pela contragdo da musculatura
para favorecer o movimento esquelético, proporcionam suporte aos 0ss0S e aumentam a
eficiéncia da locomogdo ao armazenar e liberar energia durante o movimento. Eles sdo
necessarios para resistir as altas forcas tenseis. Os ligamentos alinham e estabilizam 0ssos
adjacentes e proporcionam resisténcia passiva ao movimento. Estas estruturas estdo submetidas
a forcas em diversas dire¢bes dependendo da amplitude de movimento das articulagdes (Figura
5) (Rumian et al., 2007).

A complexa estrutura permite a deformacdo plastica sob altas cargas de tensdo. A MEC dos
tendbes e ligamentos possui dois componentes principais: a substancia base amorfa e os
elementos fibrosos. A porcdo fibrosa esta constituida de colageno e elastina. A elastina constitui
cerca do 1-2% do peso seco do tenddo e do ligamento, e contribui grandemente com a
elasticidade destes tecidos (Goodship et al., 1994). A substancia base é um gel amorfo de
complexos de proteina-carboidratos hidrofilicos (proteoglicanos e glicoproteinas estruturais) e
agua. Tenddes e ligamentos normais estdo compostos de 65-70% de agua (Woo et al., 2006).

Os proteoglicanos compreendem menos de 5% do peso seco do tenddo e do ligamento,
entretanto eles desenvolvem um papel vital nas interacdes célula-célula e célula MEC, na
fibrilogénese do colageno, no controle do didmetro das fibrilas de coldgeno e na homeostase
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geral do tend&o e do ligamento (Dahlgren, 2007). Aproximadamente 80% do peso seco dos
tenddes e ligamentos esta composto de colageno, do qual, mais de 95% é colageno tipo I. A
quantidade total de col&geno tipo | no ligamento é ligeiramente menor (aproximadamente 85%).

O tipo de colageno restante consiste principalmente de colageno tipo Il com pequenas
quantidades de outros tipos de colageno. Alteracbes no conteddo total de colageno e na
distribuicdo dos tipos deste, afetam as propriedades biomecénicas dos tenddes e ligamentos
lesionados (Dahlgren, 2007; Woo et al., 2006; Frank, 2004).

Palels

Femar
Ligamento
Colateral

Lateral
Ligamanto

Cruzado
Ligsmeanto Caudal
Cruzado
Cranaml
Nensco
Wadal
Menisco
Lalers
Ligamento
Fter-menscal
. g:}mr_:r.tn
Fibula \;c.atcral Medal
: Tiva

Figura 5. Tenddes e ligamentos da articulagdo fémoro-tibio-patelar. Tomado de Mateus, 2010.

As funcdes diferentes dos tenddes e dos ligamentos levam as diferencas estruturais. As fibras
de colageno nos tenddes estdo organizadas em um padrdo estritamente paralelo, enquanto as
fibras do ligamento tém um padrdo mais aleatério e com menos reticulagdes maturas para
resistir a carga multiaxial. Os ligamentos contém um contetddo de colageno total ligeiramente
menor com uma taxa maior de colageno tipo Il e um conteddo mais alto de
glicosaminoglicanos. Os fibroblastos no ligamento tendem a ter um aspecto histologicamente
maior e mais arredondado (Dahlgren, 2007; Rumian et al., 2007).

Tenddes e ligamentos sdo caracterizados por escassos fibroblastos embebidos numa complexa
hierarquia estrutural de matriz extracelular rica em coladgeno organizado ao longo de linhas de
tensdo. Esse esquema organizacional preciso concede as propriedades mecénicas necessarias
para que os ligamentos e os tenddes funcionem adequadamente sob altas cargas. A etiologia
das lesBes nos tenddes e ligamentos esta predominantemente associada a sobrecarga aguda e a
microtraumas acumulados devido a exercicios e outras atividades cotidianas (Dahlgren, 2007).
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Sob cargas e condigdes fisiologicas mantem-se o equilibrio entre a degeneracdo da MEC e sua
renovacao a cargo da populacéo residente de fibroblastos. Quando a natureza das alteraces se
desenvolve mais rapido do que esta pode ser reparada surgem os sinais clinicos associados com
tendinites e desmites. A resposta as alteracbes moleculares e celulares que ocorrem durante a
reparacdo de tenddes e ligamentos sdo fundamentais para entender o inicio, avango e
prognostico das lesbes que afetam as estruturas articulares e definir o tratamento para cada caso
particular (Dahlgren, 2007).

As lesdes nos tenddes e ligamentos podem ocorrer por causas extrinsecas e intrinsecas. As
primeiras, estdo frequentemente associadas a laceragcdes agudas ou a traumatismos que lesiona
fisicamente a MEC e as células. As alteracGes intrinsecas estdo associadas com condic¢des
degenerativas dentro dos tenddes ou ligamentos propriamente (Dahlgren, 2007).

A etiopatogenia precisa das lesdes envolvendo essas duas estruturas é um complexo dinamico
no qual lesGes mecénicas tém sido associadas ao desempenho de tarefas repetitivas que resultam
em microlesBes cumulativas dentro do tenddo. Sobrecargas agudas também podem ser a causa
dos danos presentes nessas estruturas. Esta sobre carga induz um aumento na expressao de
citocinas inflamatdrias e de enzimas degradativas (Gardner et al., 2008).

Em contrapartida pesquisas tem demonstrado também que a baixa estimulacdo das células
préximas das células afetadas pelos traumatismos acumulados pode causar a producdo de um
padrdo de expressao de genes catabdlicos que resulta na degradacdo da MEC e na perda da
funcdo. Assim, as fibrilas de coldgeno afetadas sdo incapazes de transmitir informacao
relacionada com as cargas mecanicas para as demais células. O estresse de deprivacdo aumenta
a expressdo de metaloproteinases (MMP’s) e aumenta a apoptose que resulta na degradacdo da
MEC e perda das propriedades do tecido (Lavagnino e Arnoczky, 2005).

O entendimento dos mecanismos normais de reparacao dos tenddes e dos ligamentos ao nivel
celular e molecular é vital para desenvolver novas alternativas terapéuticas assim como para
aplicar os tratamentos disponiveis atualmente de forma correta para cada caso (Dahlgren, 2007).

1.6.Fatores anabdlicos que atuam no metabolismo articular

A integridade dos componentes articulares é fortemente influenciada pelo equilibrio funcional
entre os fatores anabdlicos e catabdlicos que regulam seu metabolismo. Estes fatores propiciam
condigdes ideais para formacdo de uma superficie articular funcional e durdvel, além de manter
a homeostase e/ou estimular a reparacdo da cartilagem. Dentre os principais fatores anabolicos
encontram-se os fatores de crescimento (FC) e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BPM)
(Martel-Pelletier et al., 2008).

1.6.1. Fatores de crescimento (FC)

As principais moléculas envolvidas na atividade anabdlica da cartilagem articular sdo os FC.
Eles s&o polipéptideos necessarios para a sintese e manutencdo de uma MEC capaz de proteger
a cartilagem contra os danos ocasionadas pelo movimento repetitivo da articulacéo, por lesoes
ou por processos inflamatdrios. Embora sejam denominados fatores de crescimento, alguns
deles sdo capazes de induzir um processo degradativo e sdo responsaveis por parte do processo
catabolico que ocorre na OA (Martel-Pelletier et al., 2008).
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Existe uma grande variedade de FC envolvidos no desenvolvimento e proliferacdo da
cartilagem articular. Os mais destacados no contexto da formacao e manutencdo da cartilagem
incluem o TGF-B, o IGF, as BMP’s, as proteinas morfogenéticas derivadas da cartilagem
(CDMP’s), o fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF), o fator de crescimento dos
hepatocitos (HGF) e o fator de crescimento fibroblastico (FGF) (Martel-Pelletier et al., 2008).

e Super familia do TGF-p

O TGF-B ¢ um fator de crescimento multifuncional que regula a proliferagdo celular e a sintese
da MEC. A cartilagem articular contém normalmente TGF-p3 armazenado de forma latente e
muito pouco TGF-p ativo e tem sido encontrados niveis aumentados deste FC em cartilagem
com OA. Este FC é capaz ndo sO de aumentar a sintese de proteoglicanos, mas também de
neutralizar a supressdo da sintese de proteoglicanos mediada pela IL-Ip e outros genes. Nos
mamiferos, o efeito protetor do TGF- parece ser dependente da idade (Takahashi et al.,2005;
Scharstuhl et al., 2002; Lum et al., 1996).

O TGF-p possui propriedades pro e anti-inflamatérias. Embora tenha sido demonstrado em
modelos animais que 0 TGF-B induz inflamagao sinovial, foi observado também que este FC
pode agir limitando o avango da artrite aguda e crbnica. Devido a sua acdo inibitéria da
producdo de MMP-9 e MMP-1 sugere-se um papel protetor na destrui¢do do tecido, enquanto
seu papel como indutor da MMP-13 e das agrecanases nos condrdcitos sugere seu envolvimento
na renovacao de macromoléculas na cartilagem normal, embora isto possa aumentar os danos
na cartilagem articular na presenca da OA (Moulharat et al., 2004; Moldovan et al., 1997). O
TGF-p induz, adicionalmente, a formagao de ostedfitos.

e Fator de crescimento similar a insulina (IGF)

O IGF é um polipeptidio que possui funcbes em diversos tecidos. O IGF-1 é um fator
homeostatico que controla a sintese de matriz e a atividade mitética. Esta presente em baixas
quantidades na cartilagem normal, mas é regulado na cartilagem com OA (Martel-Pelletier et
al., 2008; Middleton e Tyler, 1992). No estudo de Madry et al., (2001) empregando transplante
de condrécitos articulares humanos, observou-se que o IGF-I promove a sintese de
proteoglicanos e induz a formacdo de novas camadas de tecido contendo colageno tipo Il e
proteoglicanos. O transplante também aumentou a sintese de DNA e a sintese de
glicosaminoglicanos pelos condrdcitos da cartilagem subjacente ao transplante. Foi observado
também em cultura de condroécitos humanos que o IGF protegeu a cartilagem articular de danos
estruturais diminuindo os niveis de MMP’s e aumentando os niveis do inibidor tecidual das
metaloproteinases (TIMP) na cartilagem (Rogachefsky et al., 1994).

Na OA, os condrdcitos tem menor capacidade de resposta ao efeito do IGF devido ao alto nivel
de producdo de proteinas ligantes do IGF. Estas moléculas formam um complexo com o IGF
prevenindo a sinalizacéo e sua atividade anabolica (Martel-Pelletier et al., 2008; Tardif et al.,
1996).

e Fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF)

Tem sido reportado que este fator de crescimento estimula a expressao genética de agrecanos e
dos colagenos tipo 1l e X em culturas de condrdcitos. O CTGF é secretado principalmente pelos
condracitos hipertroficos e regulam a proliferacdo e diferenciacéo destas células (Fukui et al.,
2003; Nishida et al., 2002; Nakanishi et al., 2000).
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e Fator de crescimento hepatdcito (HGF)

O HGF é uma molécula multifuncional e induz a proliferacdo celular, mobilidade e
morfogénese. E encontrado na zona profunda da cartilagem articular normal e seus niveis
encontram-se aumentados na cartilagem acometida pela OA. Esse fator de crescimento pode
ser produzido também pelos osteoblastos da placa dssea subcondral, que sintetizam
aproximadamente cinco vezes mais 0s niveis desse FC durante o desenvolvimento da OA
(Guévremont et al., 2003).

Embora o papel exato do HGF e de suas isoformas ainda ndo esteja completamente esclarecido,
tem sido sugerido que este FC possui um papel na homeostase da cartilagem articular e na
reparacao durante as etapas iniciais da OA. Contudo, 0 HGF pode induzir a sintese de MMP-
13, uma enzima presente na cartilagem acometida pela OA (Reboul et al., 2001).

e Fator de crescimento dos fibroblastos (FGF)

Existem varios tipos deste FC, mas o mais estudado é o FGF- que estimula a sintese de
coldgeno e GAG e atua como potente mitogénico para os condrocitos. Recentemente foi
descoberto que 0 FGF-9 e 0 FGF-18 aumentam a sintese da matriz através dos condrocitos e
promovem a reparacdo da cartilagem em ratos acometidos pela OA causada pela ruptura dos
meniscos. (Moore et al., 2005; Au et al., 2004).

1.6.2. Proteina morfogenética 6sea (BMP)

As BMPs pertencem a familia do fator de crescimento transformador (TGF-) que possui a
capacidade de inibir ou estimular algumas células dependendo do estagio de diferenciacéo
celular (Wozney et al., 1990). Sdo conhecidos nove tipos de BMPs (2-9 e a 13) que sdo
responsaveis pelo recrutamento de células osteoprogenitoras para os locais de formacéo 6ssea
(Dos Santos et al., 2005; Sommernan et al., 1983).

As BMPs sdo moléculas pleiotropicas que estdo envolvidas na quimiotaxia, mitose e
diferenciacdo de células mesenquimais no tecido ésseo. Estas proteinas também atuam na
reparacao do tecido 6sseo lesionado e promovem a sintese de matriz e o crescimento dos
condrdcitos (Dos Santos et al., 2005).

Algumas BMPs sdo expressas em baixas quantidades nos mamiferos e acredita-se que
desenvolvam um papel fundamental na reparacdo e manutencdo da cartilagem articular,
particularmente a BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, BMP-9 e a BMP-13, melhorando a sintese
de colageno tipo Il e agrecanos. A BMP-2, A BMP-6 e a BMP-7 tem sido encontrada na
cartilagem saudavel e na cartilagem acometida pela OA em niveis similares, exceto a BMP-2,
que tem os niveis aumentados durante a OA (Fukui et al., 2003).

Estas proteinas sdo encontradas em alta concentragdo no tecido 6sseo e tém sido consideradas
responsaveis pela habilidade indutiva e regenerativa quando usada juntamente com enxertos
0sseos desmineralizados em terapia periodontal (Bowers e Reddi, 1992).

Nakashima (1990) avaliou o efeito da implantacdo de algumas BMPs sobre polpas dentarias de
caes e verificou gque estas proteinas estimularam a mitose de células mesenquimais e induziram
a diferenciacdo de osteodentindcitos.
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O estudo de Graves e Cochran (1994) descreve a familia dos cinco fatores de crescimento com
potencial para induzir regeneracéo periodontal, quando em contato com osteoblastos e células
do ligamento periodontal in vitro e in vivo. Foram incluidos o PDGF, o FGF, o TGF-B, o IGF
e as proteinas 0sseas morfogenéticas. Os autores relataram ainda a existéncia das BMP-4, BMP-
5, BMP-6 e BMP-7. A BMP-2 e a BMP-7 estimulam a sintese de moléculas dos membros da
familia do TGF-p.

A BMP-2 melhora a sintese de proteoglicanos, porém seu efeito estimulante é diminuido na
presenca da IL-1. Tem sido relatado que a BMP-7 neutraliza os efeitos das MMP-1 e MMP-13
induzido pela IL-1B (Van Beuningen et al., 1998). As BMP’s induzem a formacéo de osteofitos,
porém em locais diferentes daqueles onde atua o TGF-B1.

Tem sido descrita também a presenca de antagonistas das BMPs na cartilagem articular, que
blogueiam a unido das BMPs com seus receptores. Os principais antagonistas das BMPs
incluem a folistatina e o gremlin que séo expressos e produzidos na cartilagem adulta (Tardif
et al., 2004; Tardif et al., 2006).

Estudos recentes tém demonstrado a presenca de altos niveis de alguns antagonistas das BMPs
na cartilagem acometida pela OA. Isto pode alterar a atividade das BMPs causando uma
diminuicdo da atividade metabdlica desta molécula afetando assim a reparacao e remodelagéo
do tecido (Tardif et al., 2004).

A folistatina parece ter um envolvimento mais forte com a fase inflamatoria da OA e pode
aparecer tardiamente no processo articular degenerativo, possivelmente induzida pela presenca
de citocinas envolvidas na inflamacdo e na OA acentuada (Martel-Pelletier et al., 2008).

1.7.Fatores catabdlicos envolvidos na OA

A matriz da cartilagem é renovada ao longo da vida, contudo acredita-se que os produtos da
degradacéo da MEC podem em certo momento, ser catalizadores ou amplificadores do processo
degradativo e induzir o desenvolvimento da OA. Alguns desses fatores catabolicos incluem as
proteases, colagenases, citocinas inflamatdrias, fibronectina, alguns neuromediadores e fatores
inflamatdrios que estdo envolvidos no inicio e progressdo da degradacdo tecidual (Martel-
Pelletier et al, 2008).

1.7.1. Etiopatogenia da OA

A OA ¢ caracterizada pela degradacdo e perda da cartilagem articular, mudancas Gsseas
hipertréficas com formacédo de ostedfitos, remodelacdo do osso subcondral e inflamacgédo da
membrana sinovial. As alteraces na cartilagem osteoartritica sdo numerosas e envolvem
mudancas morfolégicas e metabolicas nos condrécitos, assim como alteragdes estruturais e
bioquimicas nas macromoléculas da MEC (Martel-Pelletier et al., 2008).

Sob condi¢bes normais, os condrdcitos articulares mantém um equilibrio dinamico entre a
sintese e degradacdo dos componentes da MEC, incluindo o colageno tipo Il e os agrecanos,
proteoglicano mais abundante na cartilagem articular (Lee et al., 2013). Na OA, ocorre um
desequilibrio no metabolismo da MEC que conduz a perda progressiva do tecido cartilaginoso,
expansdo clonal de condrdcitos nas regides acometidas, inducdo de estados oxidativos num
ambiente celular danificado e eventualmente a apoptose celular. Com a progressao da OA, ha
usualmente um incremento na degradacdo e na sintese das macromoléculas da MEC com
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predominio geral dos processos catabdlicos sobre os anabdlicos (Lee et al., 2013; Lane et al.,
2011).

As MMPs sdo as principais enzimas envolvidas na OA e estdo divididas em grupos de acordo
com a especificidade do substrato e na localizagdo celular. As principais séo as colagenases,
gelatinases, MMP de membrana e a adamalisina e seus grupos (ADAM e ADAMTS). Na OA
a expressdo e sintese das colagenases MMP-1, MMP-8 e MMP-13 encontram-se aumentadas
(Martel-Pelletier et al., 2000).

A MMP-1 e a MMP-8 localizam-se predominantemente na camada superficial, enquanto a
MMP-13 ¢ encontrada nas camadas intermediarias e na profunda (zona profunda). E sugerido
também que a MMP-1 tem acdo durante a fase inflamatdria e que a MMP-13 na fase de
remodelacdo (Fernandes et al., 1998; Moldovan et al., 1997).

As MMP-s 3, 10 e 11 apresentam grande afinidade pelas moléculas de proteoglicanos,
fibronectina, elastina e laminina. Na cartilagem articular a MMP mais amplamente expressada
é a MMP-3 e acredita-se que esta desenvolve um papel fundamental na renovacéo da cartilagem.
Na OA, esta MMP mostra-se aumentada na fase inicial e reduzida nas fases finais (Aigner et
al., 2003).

As gelatinases (MMP-9 e MMP-2) encontradas no tecido articular, tem preferéncia pelo
colageno degradado e pelos colagenos tipo IV e V. A MMP-9 ¢é encontrada na cartilagem
acometida pela OA, mas nédo na cartilagem normal. Sua presenca especifica sugere que a MMP-
9 seja responsavel pela degradacdo progressiva da cartilagem articular. A expressdo da MMP-
2 também estd aumentada na OA (Aigner et al., 2003; Mohtai et al., 1993).

As agrecanases (ADAM/ADAMTS) promovem o rompimento das moléculas de agrecanos e
também da cartilagem articular. Algumas pesquisas tém demonstrado que as agrecanases Sao
as enzimas predominantemente envolvidas no processo degradativo da cartilagem articular
(Glasson et al., 2005; Stanton et al., 2005).

A alteracdo caracteristica na OA é a degradacdo aumentada do colageno tipo Il. As colagenases
se aderem as fibras do colageno tipo Il exclusivamente e as degradam. Diversos membros da
familia das MMP atuam em conjunto e sdo responsaveis pela degradacdo do colageno, que
conduz a fibrilacdo irreversivel da cartilagem articular (Byers, 2001).

As alteracdes proteoliticas nas fibras de colageno durante a fase inicial da OA contribuem para
hipertrofia e excessiva hidratacdo da cartilagem articular, fazendo com que a rede de fibras de
colageno, enfraquecidas, ndo suporte os proteoglicanos envolvidos nela e nem as forcas que
atuam sobre a superficie articular. Todas as proteases envolvidas na degradacao das fibras de
colageno podem ser expressas pelos condrécitos (Martel-Pelletier et al., 2008).

As principais colagenases conhecidas nos mamiferos sdo as metaloproteinases da matriz MMP-
1, MMP-8 e MMP-13, sendo essa ultima especifica para o colageno tipo Il. Os fragmentos de
coldgeno podem ser desnaturados adicionalmente pela acdo das gelatinases (MMP-2 e MMP-
9), que induz um lento processo de rompimento das fibrilas no centro da molécula de colageno
(Reboul et al., 1996).

Na OA, os agrecanos sdo provavelmente os primeiros constituintes da matriz da cartilagem a
serem afetados e diminuem progressivamente com a gravidade da doenca. Num certo estagio
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da evolucdo da OA, os condrécitos sdo incapazes de compensar completamente a perda de
proteoglicanos, mesmo com aumento na sintese, resultando em perda liquida de MEC. A
estrutura dos proteoglicanos remanescentes na cartilagem pode ser alterada (Cs-Szabo et al.,
1995; Malemud et al., 1995).

No processo degenerativo, algumas proteases sdo capazes de destruir os mondémeros de
proteoglicanos ndo agregados. A presenca de agregados parece diminuir a vulnerabilidade dos
mesmos ao ataque das enzimas. Os produtos da degradacgédo dos proteoglicanos podem difundir
para a cartilagem, diminuindo a capacidade de formar agregados. Alternativamente hd uma
reducdo no conteddo de hialuronato na cartilagem com OA, que ocasiona uma diminui¢do no
tamanho dos agregados de proteoglicanos (Malemud et al., 1995).

A OA esté associada com o0 aumento na perda de fragmentos de agrecanos pela acdo das MMPs
e das agrecanases (Struglics et al., 2006). Nas fases iniciais, a MMP-3 € predominantemente
expressa nas camadas intermediéria e profunda da cartilagem, enquanto as agrecanases Sao
expressas na superficie da cartilagem (Chambers et al., 2001; Fernandes et al., 1998; Moldovan
etal., 1997).

A sintese de novos agrecanos ocorre na cartilagem afetada pela OA, aparentemente numa
tentativa dos condrdcitos para iniciar a reparacdo. Durante as fases iniciais da OA 0s agrecanos
recentemente sintetizados formam agregados de proteoglicanos que séo retidos na cartilagem,
porém nas fases tardias eles sao perdidos no LS (Lohmander et al., 1999).

Os agrecanos recém-formados tem uma composicdo similar a cartilagem juvenil, com
diminuicdo de keratan sulfato e aumento na quantidade de condroitin sulfato 4 em relacéo ao
condroitin sulfato 6. A perda de agrecanos tem lugar principalmente nas regides mais
superficiais da cartilagem. A taxa na qual a sintese e degradacéo de proteoglicanos ocorre, varia
nas diferentes regides da cartilagem como resultado das diferengas no estresse mecanico ao
qual ela é submetida. Nas cartilagens acometidas pela OA, tem sido reportado também aumento
nas quantidades dos versicanos e dos perlecanos (Hunter e Eckstein, 2011; Martel-Pelleter et
al., 2008).

Durante o desenvolvimento da OA, as propriedades fisicas da MEC sdo alteradas dando origem
a perda do colageno e dos agrecanos na cartilagem articular. As alteracdes no colageno e nos
agrecanos ocorrem ndo somente na OA, mas também ocorrem com o envelhecimento. Na
medida que evoluem as alteragdes, a estrutura do colédgeno torna-se mais rigida e fragil (Chen
etal., 2002).

O acumulo dos produtos finais da degradacdo da cartilagem interfere negativamente na
capacidade da cartilagem para remodelar a MEC (Chen et al., 2002). A susceptibilidade do
coldgeno a degradacdo proteolitica das MMPs na cartilagem encontra-se alterada e as funcbes
celulares dos condrocitos estdo modificadas, causando diminuicdo na sintese de colageno e
proteoglicanos (DeGroot et al., 2001).

1.8.Fatores inflamatdrios envolvidos na OA
Existem evidéncias de que os mediadores inflamatorios secretados influenciam diretamente a

homeostase da matriz das células do tecido articular, alterando seu metabolismo. Os fatores
inflamatorios agem sobre os condrocitos alterando seu catabolismo e aumentando a producédo
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de proteases, citocinas e outros mediadores inflamatorios (Martel-Pelletier et al., 2008; Martel-
Pelletier et al., 2000).

Dentre os mediadores inflamatorios responsaveis pela progressao da doenca articular
degenerativa cita-se a citocina pro-inflamatdria IL-1f como o fator mais importante responsavel
pelo processo catabolico durante a OA. Qutras citocinas pro-inflamatérias tais como o0 TNF-q,
alL-6, IL-7, IL-8, a IL-18 e 0 Oxido nitrico também contribuem com a patogénese da OA.

1.8.1. Citocinas pro-inflamatorias

Os efeitos catabolicos da IL-1 sdo variados. Essa citocina pode estimular sua propria produgio,
aumentar a sintese de enzimas degradativas como as proteases, inibir a sintese dos inibidores
fisioldgicos dessas enzimas, inibir a sintese dos elementos constituintes da matriz tais como o
colageno e os proteoglicanos e estimular a sintese e liberacdo de alguns eicosandides (Martel-
Pelletier et al., 2008).

A acdo das citocinas pro-inflamatdrias sobre os processos enzimaticos associada com a
supressao na sintese da matriz, resultam em acentuada degradacdo dos tecidos articulares e o
aparecimento dos sinais tipicos da OA. Esta citocina, adicionalmente, desempenha um papel
fundamental na fisiologia normal da cartilagem articular, incluindo o estimulo para a renovagéo
da MEC. Este mecanismo é regulado pelo antagonista do receptor da IL- 1 para limitar a
ativacdo excessiva desta citocina e evitar as lesdes teciduais potenciais (Martel-Pelletier et al.,
2008).

A IL-6 esta envolvida também em processos fisiol6gicos normais e patoldgicos. O TNF-a esta
presente em estagios avangados da doenca promovendo a inflamac&o do tecido articular (Plater-
Zyberk et al., 2001).

Dentre as outras citocinas, tem sido relatado que a IL-17 e a I1L-18 desenvolvem um papel
fundamental na patogénese da OA atuando de forma similar & IL-1. Nas células do tecido
articular estas citocinas parecem estar envolvidas na fase inicial do processo inflamatério
devido a sua presenga aumentada na cartilagem articular e na membrana sinovial de articulagdes
acometidas pela OA (Boileau et al., 2002).

1.8.2. Oxido nitrico

O 6xido nitrico atua como um mediador em varios processos fisioldgicos e patoldgicos com
efeitos reguladores, pré-inflamatorios e destrutivos. A cartilagem acometida pela OA produz
grandes quantidades de éxido nitrico e de espécies reativas de oxigénio. O 6xido nitrico esta
diretamente envolvido na promocéo do catabolismo da cartilagem articular através de diferentes
mecanismos. Esta substancia pode inibir a sintese das macromoléculas da matriz tais como 0s
agrecanos, além de aumentar a atividade das MMP. Adicionalmente tem sido demonstrado que
0 oxido nitrico regula a apoptose dos condrocitos e induz a sintese de ciclooxigenases e
prostaglandinas (Notoya et al., 2000).

1.9. Interagbes moleculares na OA

Dentre os principais fatores envolvidos na fisiopatologia da OA destacam 0S mecanismos
inflamatdrios, bioquimicos, o estresse, inadequadas respostas homeostaticas, controle da
apoptose e do estresse celular. Estes fatores atuando por si s6 ou interagindo entre eles, sdo 0s
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responsaveis pelas alteracdes degenerativas observadas durante as principais patologias que
acometem a cartilagem articular (Sherwood et al., 2014).

Embora todos estes fatores estejam relacionados entre si, a prevaléncia de um ou outro
mecanismo em diferentes formas de lesdes da cartilagem e em pacientes individuais
determinara o sucesso das intervencdes terapéuticas (Pelletier et al., 2013).

Tem sido proposto que a resposta diminuida dos condrécitos ao IGF durante a OA pode estar
relacionada com a dessensibilizacdo dos condrocitos a agdo do IGF-I como consequéncia da
acao da IL-B1, que suprime a sinalizagdo das citocinas e inibe a sinaliza¢ao do receptor para o
IGF. Na OA a IL-6 em conjunto com a IL-1, a IL-7 e 0 TNF-a podem causar proteolise dos
proteoglicanos e do colageno, influenciados pela expressdo de colagenases, MMP-3 e das
agrecanases IGF (Smeets et al., 2006).

A complexa inter-relacdo entre os fatores mecénicos e os fatores bioldgicos influencia
notavelmente a estrutura e funcéo do tecido articular durante a OA. Cargas anormais sobre a
articulagdo promove atividade celular anormal e excessiva hidratagdo do tecido.
Adicionalmente, este excesso de carga pode estimular a remodelacédo do osso subcondral nas
fases iniciais do processo degenerativo (Guilak, 2011).

N&o somente a sobrecarga mecanica, mas também os componentes da sindrome metabdlica
estdo envolvidos no desenvolvimento e progressdao da OA. A desregulacdo das citocinas
inflamatorias derivadas do tecido adiposo, incluindo a IL-1, IL-6, TNF-a, induzem a expressdo
de mediadores inflamatérios e de enzimas degradativas que inibem a sintese da MEC e
estimulam a remodelagéo do osso subcondral (Findlay, 2007).

A interacdo entre os fatores genéticos, deficiéncias hormonais e o envelhecimento com os
fatores mecénicos e inflamatdrios, associados com a sindrome metabolica, podem proporcionar
fenotipos especificos de OA com objetivos terapéuticos especificos e definidos. E necessario,
portanto, conhecer a fisiopatologia da OA, para diferenciar qual o principal fator envolvido e
promover uma abordagem de acordo com as interacdes que tem lugar e com o caso especifico
de cada paciente.
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Figura 6. Mudangas fisioldgicas e estruturais durante a OA. A: Articulagdo saudavel. B: articulagcdo com OA.

2. PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) CONCENTRADO AUTOLOGO DE
PLAQUETAS (CAP) E SEU EFEITO NA OSTEOARTROSE (OA).

O concentrado de plaquetas é um produto autélogo com propriedades anti-inflamatérias e

regenerativas que tem sido amplamente utilizado na medicina humana e na medicina veterinaria.

Embora existam extensos relatos sobre as propriedades benéficas desse composto bioldgico,

ainda existem duvidas sobre sua verdadeira acao sobre alguns tecidos e sobre seu efeito ao nivel

molecular (Anitua et al., 2005).

Algumas das principais substancias estdo contidas nos granulos dentro das plaquetas e sdo
liberadas depois de sua ativagdo. Uma vez no meio onde sdo liberados, os fatores de
crescimento e demais citocinas anti e pré-inflamatérias interagem com as moléculas locais,
modificando o curso do processo inflamatorio e acelerando o processo de cicatrizagdo (Textor,
2011).

Os efeitos benéficos tém sido relatados em diversas areas incluindo a odontologia, as cirurgias
estéticas, no tratamento de feridas contaminadas ou de dificil cicatrizacdo e inclusive na area
ortopédica humana e veterinaria. Por ser de baixo custo e ter uma elevada seguranca para o
paciente, 0 PRP é amplamente utilizado na rotina hospitalar como substituto e coadjuvante nos
tratamentos atualmente disponiveis (Yamaguchi et al., 2012).

2.1. O que sdo 0 PRP e o CAP e como funcionam?
O PRP/CAP sdo uma fracéo de plasma obtida de sangue autélogo que possui concentracéo de
plaquetas trés a cinco (PRP) e uma a duas (CAP) vezes superior aos niveis basais do sangue

total e s&o considerados como uma fonte natural de fatores de crescimento (Figura 7) (Kon et
al., 2012; Jo et al., 2012; Rodriguez et al., 2012).
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Figura 7. Protocolo de obtencéo do Concentrado Autélogo de Plaquetas.

Este produto € utilizado para favorecer o processo de reparacao de feridas e lesdes em diferentes
tecidos como o cutaneo, musculoesquelético, intestinal, dentre outros (Boswell et al., 2012;
Yamaguchi et al., 2012) e proporcionar uma MEC com capacidade de prover um desempenho
mecanico e funcional dos tecidos sadios (Wasterlain et al., 2012).

O mecanismo de acdo do PRP esta fundamentado na quantidade de plaquetas concentradas que
sdo aplicadas diretamente sobre os tecidos lesados (Silva et al., 2012; Wasterlain et al., 2012 ;
Yamaguchi et al., 2012), modulando os processos cicatriciais através dos fatores de crescimento
e outras substancias presentes nos granulos o das plaquetas, que apds sua liberacdo, iniciam e
mantém o processo de regeneracdo tecidual (Textor, 2011; Mishra et al., 2009).

Este produto, obtido a partir do proprio sangue do paciente, caracteriza-se por possuir altas
concentracdes de plaquetas (e consequentemente de fatores de crescimento) e permitir a
regulacdo e modulacdo dos processos fisioldgicos de cicatrizacdo, estimulando regeneracédo
tecidual (recuperacgdo da estrutura e a funcao) e ndo cicatrizagdo normal, onde ha formacdo de
tecido fibroso sem funcéo.

2.2. Fisiologia das plaquetas e sua importancia no processo de cicatrizagédo

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos derivados dos megacariécitos da medula dssea,
cujo didmetro varia de 1 a 3 um nos cées e de 2 a 6 um nos gatos, com uma vida media entre 6
a 10 dias. Sdo células multifuncionais e atuam em varios processos fisiolégicos como
homeostase, manutencdo e regulacdo do ténus vascular, formacdo e retracdo do coagulo
(Boudreaux et al., 2010; Harrison, 2005; Wilkerson et al., 2001).

Esses fragmentos citoplasméaticos modulam a homeostase, a reparacdo de feridas e o inicio da
cicatrizagdo tecidual, uma vez que contém fatores de crescimento, citocinas e mediadores
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inflamatorios. Estes agem produzindo quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo celular,
neovascularizacdo, angiogénese e deposicao de matriz extracelular (MEC), além de influenciar
a resposta imune (Silva et al., 2013a; Silva et al., 2012; Carrasco et al., 2009).

Apos a injuria tecidual, as plaquetas chegam ao local e entram em contato com o colageno e o
fator de Von Willebrand expostos na MEC, o que produz ativacdo das mesmas com
consequente liberagcdo de substancias que aumentam a agregacao plaquetéria e a ativacdo das
vias de coagulacdo para a formacao do coadgulo de fibrina. Desta forma exercem suas funcdes
na coagulacéo e no processo de cicatrizacdo (Boswell et al., 2012; lacopetti et al., 2012; Blair
e Flaumenhaft, 2009).

As plaguetas contém no seu interior, uma variedade de granulos encarregados de secretar
diferentes moléculas apds ativadas. Os principais granulos sdo os lisossomais, 0s granulos
densos e os granulos o, que exercem uma funcdo diferente durante o periodo de reparacdo das
feridas. As principais moléculas secretadas pelos granulos, apos a ativacao, sdo os fatores de
crescimento (PDGF, TGF-B, IGF, FGF, EGF, VEGF), citocinas, fator de von Willebrand,
serotonina, fator V, X1 e XIll, fibrinogénio, ATP, fibronectina, dentre outros que exercem
diferentes fungdes no processo de cicatrizacdo (Gobbi e Vitale, 2012; Intini, 2009).

Apos a injuria do tecido a membrana celular libera tromboxanos e prostaglandinas 2a,
promovendo vasoconstri¢do inicial (Broughton et al., 2006a). Posteriormente, as plaquetas séo
ativadas pela exposicdo as proteinas da MEC como coldgeno, fator de Von Willebrand e
fibronectinas dentre outras (Smith e Roukis, 2009), fazendo com que se inicie a agregagéo
plaquetaria e a formacdo inicial de um trombo (Broughton et al., 2006b). Este processo
chamado ativacéo, inclui mudancas na morfologia da plaqueta e a liberagcdo do conteido dos
granulos, cujas substancias liberadas potencializam a ativacéo plaquetaria (Diegelmann e Evans,
2004).

Durante a fase de ativagdo, os granulos a unem-se & membrana da plaqueta para liberar os
fatores de crescimento, as citocinas e quimosinas que auxiliam na migragdo e crescimento
celular. Este processo se inicia nos primeiros dez minutos apds a ativacdo e termina
aproximadamente uma hora depois (Diegelmann e Evans, 2004; Marx, 2004). A progresséo da
coagulacdo sanguinea continua com a formacdo de trombina e fibrina, através das vias
intrinsecas e extrinsecas ao redor do tampdo plaquetario inicial. As interacdes finais entre o0s
fatores e enzimas envolvidos no processo terminam com a formacédo de um coagulo estavel que
atua como um suporte para adesdo de outras células e citocinas que regulam o processo de
cicatrizacdo (Smith e Roukis, 2009).

2.3. PRP/CAP e fatores de crescimento

Os preparados de PRP/CAP possuem alta concentracdo de fatores de crescimento que
desempenham uma funcdo fundamental durante o processo de cicatrizacdo. Os fatores de
crescimento, mediadores anti e pré-inflamatorios, fibrina e outras substancias sdo capazes de
influenciar o meio onde sdo aplicadas, produzem mitose celular, recrutamento de outras células,
proliferacdo e diferenciacdo celular, sintese de proteinas da MEC e substancias que promovem
a angiogénese e a vascularizacdo (Anitua et al., 2012; lacopetti et al., 2012).

A alta concentracdo de plaquetas ativadas contidas nos preparados de plagquetas garante uma
grande concentracdo de fatores de crescimento liberados nos locais onde h& alguma injuria ou
inflamacéo, permitindo a modulacgdo do processo cicatricial (Anitua et al., 2005).
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Dentre os principais fatores de crescimento liberados dos granulos a encontram-se o TGF-f, o
PDGF, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento dos
fibroblastos (FGF), fator de crescimento insulinico (IFG), fator de crescimento epidérmico
(EGF), dentre outros. Esses fatores de crescimento tém vérias fungdes e atuam em conjunto
com as citocinas e as outras moléculas pro-inflamatorias para regenerar os tecidos (lacopetti et
al., 2012; Lee et al., 2012).

PDGF: € o primeiro fator de crescimento presente na ferida. Inicia a reparacdo do tecido
conectivo e suas principais funcdes incluem a mitogénese de células como os neutrdfilos,
mondcitos e fibroblastos que atuam na reparacdo tecidual, angiogénese das células endoteliais
dos capilares e ativacdo dos macrdéfagos (Hakimi et al., 2010; Smith e Roukis, 2009). Atua
como quimiotatico e induz a proliferacdo celular, promove adicionalmente, a expressao da
MMP-1 na fase final da remodelacédo (Carmona et al., 2011; Theoret, 2005).

TGF-B: promove a proliferacdo, migracdo celular e sintese de proteinas da MEC como o
colageno (Hakimi et al., 2010; Anitua et al., 2005), além de produzir mitogénese e quimiotaxia
de osteoblastos e inibe a atividade dos osteoclastos (Bennett e Schultz, 1993). Este fator de
crescimento diminui a expressdo de MMPs e promove a sintese do FGF e a angiogénese.
Estimula a proliferacdo celular e a sintese de MEC (Carmona et al., 2011).

IGF: produz proliferacdo celular que estimula a sintese de proteinas da MEC, tem efeitos
quimiotaticos e mitdgenicos (Goh et al., 2003; Bennett e Schultz, 1993), aumenta a sintese de
colageno tipos | e 1.

VEGF, FGF: Produzem quimiotaxia e estimulam a mitogénese de células endoteliais e
vasculares, promovendo a angiogénese e a vascularizagéo (Intini, 2009; Smith e Roukis, 2009).
O FGF é uma potente proteina angiogénica e reguladora da sintese da MEC, inibindo a sintese
de colageno tipo | (Carmona et al., 2011).0 VGF promove a vascularizacdo dos tecidos
lesionados e facilita a chegada de células inflamatorias e reparadoras, adicionalmente estimula
a proliferacdo das células do endotélio vascular (Theoret, 2005).

EGF: estimula a migracdo quimiotatica de células epiteliais a0 mesmo tempo que estimula a
mitose dessas células (Bennett e Schultz, 1993), estimula a proliferacdo celular (Goh et al.,
2003) e a sintese da MEC (kang e Kang, 1999). Esse fator de crescimento € altamente
expressado na margem das feridas e promove a reepitelializacdo. Induz a expressao da MMP-
1 e regula a sintese de colageno tipo I (Calvin, 1998).

O gluconato de célcio a 10% é utilizado para ativar o PRP/CAP. Este produto possui altos niveis
de calcio aumentando a presenca deste no citosol e consequentemente, aumentando a resposta
plaquetéria que é diretamente dependente do célcio. Essas respostas sdo ativacdo da integrina,
liberacdo de uma segunda onda de mediadores, ADP e tromboxano A2 e a expressao da
atividade procoagulante das plaquetas, principalmente pela geracdo de trombina (Silva et al.,
2012; Bergmeier e Stefanini, 2009).

E importante considerar que diferentes fatores podem influenciar a qualidade do PRP/CAP e a
guantidade de plaquetas concentradas mediante os diferentes métodos. Dentre esses fatores
tem-se: a fracdo colhida apds a centrifugacéo, a forca e o tempo de centrifugacdo, o produto
empregado para ativar as plaquetas e o conteido de leucécitos (Silva et al., 2013a; Tiwari e
Bhargava, 2013).
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2.4. PRP/CAP e suas aplica¢des na &rea ortopédica e nos tecidos articulares em animais

Assim como na medicina humana, existem inumeros relatos do uso do PRP/CAP nas mais
diversas areas da medicina veterinaria. Aplicacdes intra-articulares de PRP para avaliar o seu
efeito na OA na articulagdo FTP tem demonstrado seu efeito benéfico, principalmente para
tratar lesdes condrais profundas (Chang et al., 2014)  Pesquisas tem demonstrado o efeito
benéfico do PRP/CAP quando utilizado no tratamento de lesdes cutaneas contaminadas e de
dificil cicatrizacdo em cées (Kim et al., 2009) e equinos (Lopez e Carmona, 2014; lacopetti et
al., 2012), em lesGes do sistema musculoesquelético de cavalos (Carmona e Lépez., 2011;
Textor, 2011) e como adjuvante no tratamento de lesdes articulares em pequenos animais (Silva
et al., 2013b; Xie et al., 2013b).

O uso do PRP/CAP associado com células mononucleadas da medula 6ssea fresca em equinos
atletas afetados com lesBes musculoesqueléticas causadas pelo desgaste (desmopatia do
ligamento suspensério e tendinopatia do flexor superficial) e refratarios a outras terapias
mostrou melhora significativa no grau de claudicacdo e 84% dos animais (11 de 13)
conseguiram voltar as competicOes (Torricelli et al., 2011).

Recentemente tém sido desenvolvidos diversas pesquisas em equinos para avaliar o efeito do
concentrado de plaquetas no tratamento da OA. Um destes estudos, relatou a aplicacdo de CAP
em quatro cavalos afetados com OA em diferentes articulagfes. Os autores obtiveram
resultados favoraveis com melhora significativa no grau de claudicacéo e efusdo articular por
mais de oito meses apds a aplicacdo (Carmona et al., 2009).

A pesquisa de Abellanet (2009) avaliou o efeito clinico da injecdo intra-articular de CAP em
30 cavalos acometidos pela OA. Foi observado melhora clinica significativa em 75% dos
cavalos tratados em comparacao com o grupo de 12 cavalos que ndo receberam tratamento. A
percentagem de recidiva nessa pesquisa foi de 30%, considerando que os cavalos que
apresentaram sintomas novamente mostravam alteracdes radiograficas acentuadas, com
fragmentos 6sseos livres maiores de 4 mm.

Foi descrito um modelo experimental em cées avaliando se o0 uso do PRP afetava os padrdes da
expressao genética do processo de ligamentizacdo do auto-enxerto utilizado para reparar a
ruptura do ligamento cruzado cranial. No grupo que recebeu o PRP observou-se um aumento
nos niveis do RNAm do colageno tipo 1 e tipo 11, dos biglicanos, das MMP-1 e 13 e do TGF-
B1 as duas, seis e 12 semanas depois do tratamento em rela¢do aos grupos que ndo receberam
0 PRP. Os resultados demonstram que o PRP altera a expresséo de alguns genes especificos em
certos momentos de tempo, especialmente durante as etapas iniciais do processo de
remodelacdo, que pode explicar o efeito favoravel do PRP no processo de maturacdo do auto-
enxerto (Xie et al., 2013a).

Murray et al. (2006) utilizaram uma matriz de colageno associado ao PRP para tratar um defeito
central no ligamento cruzado cranial de cées. Foi avaliada a resposta histoldgica dos grupos
tratados e néo tratados as trés e seis semanas e foram realizados testes biomecanicos as seis
semanas apos o tratamento. Os autores observaram que a percentagem de preenchimento dos
defeitos foi significativamente maior no grupo que recebeu o tratamento em relacdo ao grupo
controle. Biomecanicamente, os defeitos do ligamento tratados com as matrizes de colageno
com PRP tiveram um aumento de 40% na forca seis semanas apos o tratamento em relacdo ao
grupo ndo tratado. Os autores concluiram que o tratamento com o PRP em associa¢do com as
matrizes de colageno estimula a cicatrizacdo do LCCr observado histologicamente.
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Os fatores de crescimento sdo as principais moléculas envolvidas no processo de cicatrizacdo e
tém sido usados como terapia de doencas ortopédicas. Lee et al (2001) injetaram fibroblastos
expressando TGF-B1 ativo na articulacdo FTP de coelhos com defeitos experimentais na
cartilagem articular para avaliar o efeito do TGF-f1 sobre a regeneragdo da cartilagem. Os
autores observaram duas a trés semanas apos a injecdo evidéncias de regeneracdo da cartilagem
e, as quatro e seis semanas o defeito da cartilagem estava completamente preenchido com
cartilagem hialina recém produzida.

Devido a importancia das lesdes da cartilagem articular e seu impacto sobre a saude geral,
pesquisas avaliando possiveis tratamentos sdo desenvolvidas constantemente. Kazemi e
Fakhrjou (2015) avaliaram a eficacia de dois tipos diferentes de concentrados de plaquetas no
tratamento de lesGes agudas da cartilagem articular da articulacdo FTP de cdes. Os autores
observaram diferencas estatisticamente significativas nos scores macro e microscopicos quando
comparados 0s grupos que receberam os concentrados de plaquetas e o grupo controle,
concluindo assim que os concentrados plaquetarios podem ser usados para promover
efetivamente reparacdo da cartilagem articular.

O efeito do PRP ndo s6 foi testado em problemas envolvendo as articulagfes, mas também foi
avaliado para comprovar seu efeito na regeneracdo 0ssea em cédes. Foram criados defeitos
bilaterais na mandibula de cdes que foram preenchidos com auto-enxerto de 0sso cortico-
esponjoso da crista iliaca e tratados ou ndo com PRP. Foi observado que o grupo que ndo
recebeu o PRP teve, radiograficamente, 0 0sso mais denso que o grupo que recebeu o PRP nos
primeiros dois meses. Na analise histomorfométrica foi observado que houve,
significativamente, menos 0sso enxertado e mais 0sso recém-formado no grupo que recebeu o
PRP nos primeiros dois meses, concluindo que o tratamento melhorou, aparentemente, a
regeneracdo do enxerto autdlogo nas fases iniciais (Gerard et al., 2006).

Além dos resultados das pesquisas clinicas em equinos e caninos, 0 CAP/PRP tem sido avaliado
também em coelhos para comprovar seu efeito nas diferentes alteracbes do sistema
musculoesquelético. Rezende et al. (2016) avaliaram artroscopicamente o efeito do CAP no
tratamento da OA induzida em 14 coelhos submetidos a ruptura e reparacdo do LCCr guiada
por video artroscopia. Apés a reparacdo do LCCr foi injetado por via intra-articular, CAP ou
solugdo Ringer Lactato segundo o grupo de estudo. Os pesquisadores observaram que 0s
coelhos tratados com o CAP apresentaram diminui¢do da sinovite, capsula sinovial mais lisa,
menor grau de vascularizagdo, menor grau de hipertrofia das vilosidades, cartilagem articular
lisa e menor evidéncia de fibrilacdo. Os coelhos tratados com o CAP apresentaram também
articulacdo menos dolorosa durante a deambulagéo e a manipulagao.

Saito et al (2009) avaliaram também o efeito da aplicacdo intra-articular de PRP com
microesferas de hidrogel de gelatina na progressdo da OA na articulacdo FTP em coelhos.
Foram cultivados condrdcitos de coelhos adultos para avaliar a sintese de GAG em presenca ou
ndo do PRP in vitro. Para avaliar o efeito in vivo do PRP, foi quantificada a expressao genética
da matriz da cartilagem nos coelhos previamente submetidos a ruptura do LCCr. Os autores
observaram que in vitro o PRP estimulou significativamente a sintese de GAG e in vivo foi
observado um aumento na expressdo do mMRNA de proteoglicanos na cartilagem articular apds
a aplicagdo das microesferas de hidrogel de gelatina. Concluiu-se apds avaliacdo morfoldgica
e histopatoldgica que a administragéo intra-articular de microesferas de hidrogel de gelatina
contendo PRP diminuiu significativamente a progressdo da OA nos coelhos.
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Embora existam numerosos relatos sobre o efeito clinico benéfico do CAP/PRP ainda ha
incertezas em relacdo ao uso desse composto biologico para tratar alteracfes da cartilagem e do
0ss0. Sem duvida o efeito clinico benéfico é influenciado pela variabilidade na composicéo e
qualidade do produto. Fatores como a concentracdo das plaquetas, a fragdo colhida de plasma,
0 produto de ativacdo das plaquetas, o protocolo usado, raca, idade, sexo, estado fisioldgico,
dentre outros, determinam a resposta clinica ao tratamento (Ornetti et al., 2016; Zhu et al., 2013).
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CAPITULO 2

AVALIACAO ARTROSCOPICA DA ARTICULACAO FEMORO-TIBIO-PATELAR
DE COELHOS COM OSTEOARTROSE INDUZIDA E TRATADOS OU NAO COM
CONCENTRADO AUTOLOGO DE PLAQUETAS

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar, por meio da video artroscopia seriada, o efeito do CAP
sobre a articulagdo fémoro-tibio-patelar de coelhos com OA induzida. Foram usados 30 coelhos
de raca Nova Zelandia, machos, adultos jovens, com massa corporal média de 3,0 kg,
submetidos a ruptura do ligamento cruzado cranial para inducao da OA. Aos 21 dias depois 0s
coelhos foram submetidos a reconstituicdo do ligamento e foram divididos em dois grupos:
grupo CAP e grupo controle com injecdo de solucdo Ringer Lactato. As aplicacOes intra-
articulares foram realizadas imediatamente apés a reconstituicao do ligamento, aos 15 e aos 30
dias apds a reconstituicdo. Em todos estes momentos e imediatamente antes da injecdo intra-
articular, foram feitas as avaliacdes artroscopicas para acompanhar a evolucdo da OA e a
resposta ao tratamento. Foi observado nos animais que receberam o CAP uma melhora
significativa na inflamacdo da membrana sinovial, menor formacdo de corddes fibrosos e
menos fibrilagdo da cartilagem. Dos resultados pode-se concluir que a artroscopia permite
acompanhar a evolucdo de alteracGes articulares e avaliar o efeito dos tratamentos de forma
seriada e em tempo real.

Introducéo

A ruptura do LCCr é uma condicdo degenerativa em animais domésticos que leva
inevitavelmente a osteoartrose (OA), inflamagdo e perda da fungdo da articulagdo. O modelo
animal de ruptura do ligamento é uma das op¢oes disponiveis para induzir lesbes degenerativas
que permitam fazer uma avaliacdo comparativa com 0s modelos que ocorrem naturalmente em
animais e no humano. A compreensdo das complexas interacdes que tem lugar na OA se faz
obrigatoria para estabelecer o plano terapéutico adequado para cada paciente (Little et al., 2014).

O plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido amplamente empregado como coadjuvante no
tratamento da ruptura do LCCr e da OA em pequenos animais e em humanos. Dentre seus
principais efeitos nas articulagbes acometidas encontra-se a modulagdo do processo
inflamatdrio, o controle da dor, a proliferacdo e diferenciacdo celular além de estimular a
regeneracdo do tecido afetado através do estimulo da sintese e da producdo de produtos
anabdlicos por parte de certos genes (Rezende et al., 2016; Osorio-Carmona e Rezende, 2014;
Saito et al., 2009).

Uma avaliacdo seriada com menor trauma possivel se faz necessaria para acompanhar a
evolucdo da resposta aos tratamentos propostos. Assim a artroscopia € uma alternativa
favoravel, que permitira avaliar a evolugédo do processo decorrente das lesGes articulares e o
efeito do tratamento, em tempo real. Esta técnica tem ganhado espaco na medicina veterindria,
ja que aporta informacdes valiosas e imagens detalhadas de lesGes na capsula, na cartilagem e
demais estruturas acometidas pela OA. O objetivo desta pesquisa portanto, foi avaliar por meio
da video artroscopia o efeito do CAP sobre a articulagcdo fémoro-tibio-patelar de coelhos com
OA induzida.
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2.1. LITERATURA CONSULTADA

As lesOes que tem lugar durante o curso da OA caracterizam-se pela destruicdo progressiva da
cartilagem articular e pelas alteracdes que ocorrem na MEC dos demais tecidos que compdem
a articulacdo. As lesdes decorrentes do processo degenerativo sdo percebidas atraves de
imagens radiograficas e ultrassonograficas somente em estagios avancados, onde as alteracdes
tornam-se evidentes e, geralmente ndo tem mais opcdes terapéuticas eficazes (Betancourt e
Murrell, 2016; Rezende et al., 2016).

A artroscopia em pequenos animais € usada como uma ferramenta diagndstica e terapéutica,
devido a ampliacdo das estruturas articulares e a visdo detalhada do ambiente articular que
permitem ao cirurgido visibilizar e tratar alteracdes que ndo sdo reconhecidas pela artrotomia
tradicional. Além disso, a artroscopia € menos invasiva, apresenta menos complicacfes pos-
operatorias e diminui o tempo de recuperacdo apos as intervencbes (Rezende et al., 2012;
Borges et al., 2008; Rochat, 2001). Estudos relatam também o uso da artroscopia na avaliacdo
precisa e sob aumento das lesGes articulares no seu meio natural (Little et al., 2014; Borges et
al., 2008).

2.2. MATERIAL E METODOS
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Minas Gerais sob o protocolo nimero 63/2014. A figura 8 ilustra o fluxograma
seguido durante todo o experimento.
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Control N=15

Artroscopia, ruptura LCCr
e coleta do plasma (M1)

21 dias

Artroscopia, substituicio LCCr, coleta
do plasma e primeira aplicacio do
Ringer latato (M2)

15 dias apos substitui¢io LCCr
L\l
Artroscopia, coleta do plasma,
segunda aplicacdo do Ringer lactato e

sacrificio de 5 animais (M3)

1 30 dias apos substituicio do LCCr

Artroscopia, coleta do plasma,
terceira aplicacdo Kinger lactato e

CAPNn=15

Artroscopia, ruptura do LCCre
coleta do plasma (M1)

J 21 dias

Artroscopia, substituicio do LCCr,
coleta do plasma e primeira aplicacio
do CAP (M2)

l 15 dias apos substituicao LCCr

Artroscopia, coleta do plasma,
segunda aplicacdo CAP e
sacrificio de 5 animais (M3)

30 dias apos substituicdo do LCCr

Artroscopia, coleta do plasma,
terceira aplicacio do CAP e

Sl I ). sacrificio 5 animais (M4)

60 dias apos substituigao LCC
J, b e ¢80 LCCr l 60 dias apos substituigdo LCCr

Artroscopia, coleta do plasma e

IO EOR R Artroscopia, coleta do plasma e
sacrificio S animais (MS)

sacrificio 5 animais (MS)
Figura 8. Fluxograma mostrando as diferentes etapas do experimento.

2.2.1. Obtencéo das amostras de sangue e do CAP

O protocolo para obtencdo do CAP aqui descrito aplica-se para todos 0s outros capitulos. Neste
experimento foi empregado o método do tubo com centrifugacéo Unica, segundo o relatado por
Silva (2012), modificando o tempo de centrifugacéo para sete minutos com o objetivo de obter
uma maior concentracdo de plaquetas. Foi considerado como CAP a fracdo de plasma com
concentracdo de plaquetas entre 1,5 e 2,5 vezes 0s niveis basais do sangue total.

Utilizou-se uma seringa de 10 ml para coletar da veia jugular dos coelhos do grupo II, 7 ml de
sangue que foram depositados em tubos de 8,5 ml, contendo solu¢cdo de ACD-A como
anticoagulante (citrato de trisodio; 22 g/L, acido citrico; 8g/L e dextrose; 24,5 g/L). As mostras
foram processadas imediatamente no laboratorio de patologia clinica do Hospital Veterinario
da UFMG utilizando uma centrifuga clinica (CENTROBIO-80 2B, CHINA). Adicionalmente,
foram coletados 2 ml de sangue em tubos com EDTA para hemograma completo e avaliagcdo
dos niveis basais de plaquetas. O sangue nos tubos ACD-A foi centrifugado a 191 g durante 7
minutos. Posteriormente, com auxilio de um cateter calibre 22 e uma seringa de 3 ml foram
coletados aproximadamente os primeiros 100 uL. da fragdo vermelha abaixo da interface
sangue-plasma e os primeiros 900 uL de plasma acima da mesma interface. As amostras de
sangue total e os preparados autologos foram analisados mediante hemograma automatizado
por impedancia volumétrica. Cada amostra foi analisada trés vezes e a média foi tomada como
medida amostral para as analises estatisticas.
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Os paré@metros analisados nos preparados plaquetarios e no sangue total foram:
e LeucOcitos

Hemécias

Hematdcrito

Contagem de plaquetas

Valores relativos e absolutos de linfocitos, monadcitos, granuldcitos.

Volume plaquetario médio

Imediatamente antes da aplicacdo do CAP o mesmo foi ativado com gluconato de calcio a 10%
na proporcao de 0,1 ml de gluconato de célcio por cada ml de CAP, segundo o recomendado.

2.2.2. Avaliagdo artroscopica e grupos experimentais

Foram utilizados 30 coelhos da raga Nova Zelandia, machos adultos jovens, com idade média
de cinco meses e massa corporal média de 3,0 kg. Os critérios de inclusdo foram um estado
geral saudavel, confirmado por hemograma completo e bioquimica sanguinea e nenhuma
alteracdo no sistema locomotor confirmada por avaliacdo radiografica. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais de 60 cm x 60 cm x 37 cm, com acesso a agua ad libitum e
alimento duas vezes ao dia, de acordo com necessidades nutricionais especificas. Os coelhos
foram submetidos a secdo do ligamento cruzado cranial guiado por video-artroscopia e, apds
21 dias, todos os coelhos foram submetidos a estabilizacdo intra-articular com auto-enxerto de
fascia lata, também guiado por video-artroscopia. Imediatamente apés a estabilizacdo e aos 15
e 30 dias apds a estabilizacdo, os coelhos receberam 0,5mL de CAP ou solucdo de Ringer lactato
na articulagdo operada. Os animais foram divididos em dois grupos de 15: o grupo controle
recebeu 0,5 mL de solucdo de Ringer lactato e o grupo tratado recebeu 0,5 mL de CAP ativado
com gluconato de calcio 10%. A avaliacdo artroscopica foi realizada no momento da seccao do
ligamento (M1), imediatamente antes da reconstitui¢cdo do LCC (M2), 15 (M3), 30 (M4) e 60
(M5) dias apos a estabilizagao.

A medicacdo pré-anestesica consistiu na aplicacdo de midazolam (Cristélia, Brasil) e metadona
(Cristalia, Brasil) na dose de 1 mg / kg por via intramuscular, 15 mg / kg de cetamina e bloqueio
anestésico dos nervos ciatico e femoral com lidocaina (Cristalia, Brasil) sem vasoconstritor na
dose de 5 mg / kg e a anestesia foi mantida com isoflurano. As frequéncias cardiaca e
respiratoOria, pressao arterial e gases sanguineos foram monitorados. A analgesia pds-operatoria
foi feita com tramadol (Teuto-Cristalpharma, Brasil), na dose de 1 mg / kg por via subcutanea
a cada 12 horas por trés dias, a terapia anti-inflamatéria com meloxicam (Ourofino, Brasil) na
dose de 0,2 mg / kg por via intramuscular a cada 24 horas durante trés dias apds a se¢do e a
antibioticoterapia com cefalexina na dose de 30 mg / kg a cada 12 horas durante cinco dias. O
mesmo tratamento foi realizado apos estabilizacdo articular aos 21 dias e depois de cada
artroscopia exploratoria. A terapia profilatica com cefalexina (Aspen-Pharma, Brasil) na dose
de 30 mg/ kg por via intravenosa foi administrada trinta minutos antes da estabilizacéo articular
e a dosagem foi repetida duas horas apds a cirurgia.

O procedimento artroscopico foi realizado de acordo com Beale et al (2012). Fez-se
inicialmente a puncdo articular no recesso suprapatelar para colheita do liquido sinovial,
seguindo-se a distensdo articular com 3mL de solu¢do Ringer lactato. Foi feita uma incisdo
cutanea parapatelar medial de cerca de 4mm e a capsula articular foi perfurada usando uma
lamina de bisturi nmero 11. Em seguida um trocarte rombo travado na camisa artroscopica foi
introduzido na articulacdo. O obturador rombo foi substituido por um artroscopio de 1,9 mm
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(Storz, Alemanha) e procedeu-se ao exame de toda a articulagdo, iniciando pelo recesso
suprapatelar, os compartimentos medial e lateral, a fossa intercondilar, ligamentos cruzados, e
membrana sinovial. Para a execucao da cirurgia foi feito o portal instrumental parapatelar lateral.
Por razdes técnicas foi usado em alguns casos, o artroscopio 2,7 mm (Storz, Alemanha)
tomando-se todos os cuidados para prevenir lesdes iatrogénicas.

2.2.3. Classificacao das alteragdes artroscopicas

As imagens artroscopicas foram avaliadas e classificadas de acordo com a avaliagdo proposta
por Borges et al. (2006) e adaptadas para descrever as alteracdes na cartilagem articular dos
coelhos.

Na membrana sinovial foram descritas a presenca e forma das vilosidades, a vascularizacdo da
sinovia e a presenca de corddes fibrosos, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Descricdo das alteragdes artroscdpicas observadas na membrana sinovial e na cartilagem da articulagao
fémoro-tibio-patelar de coelhos do grupo controle e do grupo CAP nos momentos M1, M2, M3, M4 e M5.

VILHOSIDADES DA MEMBRANA SINOVIAL

Score Descricao
1 Ausentes
’ Discretas: Presenca de vilosidades finas, filamentosas, atrofiadas, brancas ou
rosadas.
3 Moderadas: Presenca de vilosidades finas, filamentosas, em forma de pdlipos,
leques, galhos de arvores, bastao e de cor vermelha.
Acentuadas: Presenca de vilosidades grandes, densas, em forma de couve-flor e
4 franjas, localizadas principalmente nos compartimentos lateral e medial de
aparéncia hemorrégica e coloragao vermelha.
VASCULARIZACAO DA MEMBRANA SINOVIAL
Score Descri¢ao
1 Ausente
9 Discreta: Presenca discreta de vasos sanguineos ingurgitados em nao mais que
duas regides da articulagao fémoro-tibio-patelar
3 Moderada: Presenga de vasculariza¢do e hiperemia nos compartimentos lateral
e medial, ligamentos cruzados e meniscos.
4 Acentuada: Presenca de hipervascularizacado, hiperemia dos compartimentos
lateral e medial, ligamentos, menisco e hemorragia articular.
CORDOES FIBROSOS
Score Descricao
1 Auséncia
2 Presenca
ALTERACOES NA CARTILAGEM ARTICULAR
Score Descricao
1 Auséncia de lesdes: superficie articular lisa
9 Discretas: Presenca de fibrilacdo na superficie da cartilagem com perda de
brilho e fissuras na superficie articular.
3 Moderadas: Presenca de fibrilagdo, perda de brilho, fissuras e erosao na
superficie articular. Superficie articular rugosa.
4 Acentuadas: Presenca de erosao na superficie articular com exposi¢ao do osso

subcondral.

58



Modificado do reportado por Borges et al., 2009.

2.3. Resultados

Os resultados da contagem celular no sangue total e no CAP no M2, M3 e M4 s&o apresentados
na tabela 2. Os resultados da avaliacdo artroscopica sdo mostrados nas tabelas 3 e 4. A figura 9
ilustra as imagens da articulacdo fémoro-tibio-patelar saudavel, antes da ruptura do LCCr. As
figuras 10, 11, 12 e 13 ilustram as alterac¢Oes da articulagdo durante os momentos avaliados. A
avaliacdo artroscopica permitiu um exame detalhado da articulacao fémoro-tibio-patelar, apesar
do pequeno tamanho desta, fato superado pelo tamanho apropriado dos instrumentos.

Tabela 2. Valores da média e do desvio padrdo das varidveis hematoldgicas no sangue total e no CAP de coelhos
do grupo CAP no M2, M3 e M4.

VARIAVEIS HEMATOLOGICAS NO SANGUE TOTAL E NO CAP

M2 M3 M4
Variavel Sangue CAP Sangue total CAP Sangue CAP
total total
WBC 05 ) . . .
celoxtovy B2OGLIOF g% 970(:145) 043 (:027)° 933 (x198) 032 (:022)
RBC a 0109 a b a b
Celoxioyy SEOGOBE i 542(:0400  034(:012f 575(x0347 021(:001)
38,83 37,32 37,66 36,89
0, ) ] a a ] [l
HCT % G123¢  (soa0p IB02(098° 3710(:002 IO 102y
PLT 172,85 427,09 165,88 323,00 180,01 375,00
(fragx10°/pl
| (2580  (3423)°  (45,89) (+22,89)" (4556)*  (+53,90)"
LYM
(celsxiobny 210 (0.2D) 1,99 (0,12) 245 (+0,34)
41,67 41,98
[0) ! — — ! _—
LYMo% o 40,91 (+16,90) 17,81
MO
(celsxtoyuy 038 (004 0,29 (£0,09) 0,27 (+0,08)
MO% 577 (+2,20) 5,23 (+3,48) 4,99 (+1,15)
GRA
celsqloiy 315 (E056) 3,46 (£0,23) 3,01 (£0,12)
4723 49,86
[0) ! — — ! -
GRA % (£20.89) 44,89 (+24,78) (421 90)
5,44 4,98 5,81 . 4,56 4,45
MPVI(I)  (ioo2)a  rose)r  osns P GLOD®  ihags (409g)e

WBC: leucécitos; RBC: eritrocitos; HCT: hematdcrito; PLT: plaquetas; MPV: volume plaquetario médio; LYM:
linfécitos; MO: monécitos; GRA: granulécitos; --- = valor ndo detectado pelo aparelho. a,b: Medias seguidas de
letras distintas diferem significativamente (P<0,05).

Tabla 3. Avaliacdo artroscépica da membrana sinovial da articulacdo fémoro-tibio-patelar de coelhos do grupo
controle e do grupo CAP durante os momentos avaliados.

VILOSIDADES DA MEMBRANA SINOVIAL (média e
desvio padrao)

GRUPO CONTROL GRUPO CAP
M1 1 (x0,0)A1 1 (+0,0)A1
M2 2,5 (£0,7)A2 2,6 (+0,5)42
M3 3,2 (+0,3)A3 2,9 (+0,2)A23
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M4 3,5 (+0,4)A3 3,1 (20,2)8
M5 3,7 (+0,2)43 3,2 (20,2)8

VASCULARIZACAO DA MEMBRANA SINOVIAL
(média e desvio padrao)

GRUPO CONTROL GRUPO CAP
M1 1 (+0,0)A1 1 (x0,0)A1
M2 1,7 (+0,2)A2 1,6 (+0,3)A2
M3 2,3 (0,3)2 2,2 (+0,2)A2
M4 3,3 (+0,4)4% 2,6 (+0,3)83
M5 3,9 (+0,2)4% 2,9 (+0,3)B3
FORMACAO DE CORDOES FIBROSOS (média e desvio
padrao)
GRUPO CONTROL GRUPO CAP
M1 1 (+0,0)A1 1 (x0,0)A1
M2 1,3 (+0,2)A2 1,3 (+0,3)A2
M3 1,7 (+0,3)A3 1,5 (+0,2)A2
M4 1,9 (+0,1)»3 1,6 (+0,2)A2
M5 2 (x0,0)3 1,6 (+0,3)A2

AB: Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos;
123; Nimeros diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente significativa dentro dos grupos.

Na primeira avaliacdo (M1), antes da ruptura do LCC, todas as articulacdes estavam saudaveis,
apresentando superficies articulares lisas na patela, nas cartilagens femoral e tibial, membrana
sinovial lisa, résea, com discreta vascularizacdo e sem vilosidades. O LCCr era brilhante, sem
vascularizagdo e integro. De uma maneira geral, todas as estruturas articulares apresentavam-
se saudaveis (Figura 9).

(p)

Figura 9. Imagens artroscopicas da articulacdo fémoro-tibio-patelar de coelhos no M1 (antes da ruptura): (a)
superficie articular da articulacdo femoropatelar mostrando a superficie lisa da patela e do fémur (setas vermelhas);
(b) membrana sinovial, mostrando sinovia rosada, lisa e sem vascularizacdo ou hiperemia (seta azul); (c) LCCr
brilhante e integro (seta preta)
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(b)

(&) (h) (i)

Figura 10. Imagens artroscépicas da articulagdo fémoro-tibio-patelar de coelhos de ambos os grupos 21 dias ap6s
a ruptura do LCCr; M2. (a) erosdo na cartilagem articular do condilo femoral (seta verde); (b) fibrilacdo na
cartilagem articular do céndilo femoral (setas pretas); (c) fibrina na cartilagem articular do céndilo femoral na
insercdo da membrana sinovial (seta azul); (d) neovascularizagdo na membrana sinovial (asterisco e seta preta);
(e) formacdo de coagulos na membrana sinovial (seta azul); (f) hiperemia (estrela negra) e neovascularizacéo
(estrela verde) da membrana sinovial); (g) presenca de vilosidades na membrana sinovial (setas pretas); (h)
inflamacdo e hipertrofia das vilosidades da membrana sinovial (seta preta); (i) formacéo de corddo fibroso na
inser¢do da membrana sinovial (seta preta).

Aos 21 dias ap6s a ruptura do LCCr (M2), os coelhos de ambos 0s grupos mostravam alteragdes
caracteristicas da OA. As principais alteracbes observadas foram erosdo e fibrilacdo da
superficie articular, hiperemia e neovascularizacdo da membrana sinovial, hipertrofia das
vilosidades e, em alguns casos, formagdo de coagulos (Figura 10). Também foi possivel
observar a presenca de discretos ostedfitos no segmento distal da patela.
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Tabela 4. Avaliagdo artroscépica da cartilagem articular da articulacdo fémoro-tibio-patelar de coelhos do grupo
controle e do grupo CAP durante os momentos avaliados.

ALTERAC()ES DA CARTILAGEM ARTICULAR
(média e desvio padrio)

GRUPO CONTROL GRUPO CAP
M1 1 (x0,0)A1 1 (x0,0)A1
M2 1,9 (+0,4)A2 1,8 (£0,3)2
M3 2,5 (+0,3)A2 2,3 (0,4)A2
M4 3,3 (0,2)43 2,9 (0,2)83
M5 3,7 (0,2)43 3,2 (+0,4)B

AB: Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos;
123: Numeros diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente significativa dentro dos grupos.

Aos 15 dias apos a reconstituicdo do LCCr (M3), verificou-se ao exame artroscopico, sinais
evidentes de progresséo da OA em ambos 0s grupos, no entanto, as lesdes nos coelhos do grupo
CAP apresentavam menor intensidade quando comparadas ao grupo controle (Figura 11). Trés
coelhos (60%) do grupo CAP mostravam superficie articular mais lisa quando comparados com
0 grupo controle, sem areas de fibrilagdo e com menor formacdo de corddes fibrosos. A
hiperemia e a vascularizagcdo na membrana sinovial mostraram-se reduzidas ap6s a aplicacdo
de CAP. Os coelhos do grupo controle apresentavam eroséo e fibrilacdo da cartilagem articular,
hipertrofia das vilosidades, formacéo de corddes fibrosos, hiperemia e neovascularizagdo da
membrana sinovial, além de formacéo de ostedfitos periarticulares.
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(b)

(d)

(g) (h)

(i) (i)

Figura 11. Imagens artroscopicas da articulagdo fémoro-tibio-patelar de coelhos do grupo controle e CAP 15 dias
apos a reconstituicdo do LCCr; M3: (a) fibrilacdo e erosdo articular (setas pretas); (b) hipertrofia das vilosidades;
(c) formacéo de corddes fibrosos (seta preta), hiperemia sinovial (asterisco); (d) neovascularizacdo na insercéo da
membrana sinovial (seta preta) e erosdo da cartilagem articular no céndilo medial (estrela negra); (e)
neovascularizacdo e hiperemia na membrana sinovial (setas pretas). MC: condilo medial; LC: condilo lateral; SM:
membrana sinovial; (f) cartilagem articular da tréclea e patela mostrando fibrilagcdo discreta (seta preta); (g)
insercdo da membrana sinovial no céndilo lateral, mostrando hiperemia discreta e formagao de corddes fibrosos
(estrela negra); (h) membrana sinovial mostrando vasos finos e espargos (setas pretas); (i) articulagdo femoro-
patelar com superficie lisa e neovascularizacdo na insercao do tenddo patelar (seta preta); (j) articulacdo femoro-
patelar com fibrilagdo discreta no condilo lateral e cartilagem patelar. MC: condilo medial; LC: c6ndilo lateral; P:
patela; SM: membrana sinovial.
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No M4, 30 dias apds a reconstituicdo do LCCr e a segunda aplicacdo de CAP, as imagens
mostram a progressdo evidente da OA em ambos 0s grupos, com alteragfes acentuadas em
todas as estruturas da articulagdo fémoro-tibio-patelar. Os animais do grupo controle
apresentaram erosdo e fibrilacdo da cartilagem articular, com membrana sinovial hemorragica,
hiperémica e rugosa. A formacao de corddes fibrosos foi mais intensa, formando aderéncias,
com presenca de neovascularizacdo e alguns tipos de vilosidades hipertréficas com vasos
ingurgitados. Todos os coelhos deste grupo apresentavam entesofitos na inser¢do do tendéo
patelar e osteofitos periarticulares no condilo femoral. Nos coelhos do grupo CAP, verificou-
se fibrilacdo da cartilagem articular em dois animais (40%) nos quais a cartilagem articular
mostrava-se com menos brilho, porém sem erosdo. A membrana sinovial estava discretamente
hiperémica, com discreta neovascularizacao e formacéo de corddes fibrosos. Foram observados
alguns ostedfitos, vilosidades hipertréficas e, em alguns casos, vasos ingurgitados (Figura 12).
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Figura 12. Imagens artroscopicas da articulagdo fémoro-tibio-patelar de coelhos do grupo controle e CAP 30 dias
apos a reconstituicdo do LCCr e 15 dias ap0s a segunda aplicacdo de CAP; M4: (a) compartimento medial da
articulacdo fémoro-tibio-patelar mostrando formacdo de cordBes fibrosos (seta preta), membrana sinovial
hiperémica (seta verde), ostedfitos (seta azul) e erosao da cartilagem articular do condilo medial (seta vermelha);
(b) compartimento medial da articulacdo do joelho mostrando formacao de cordbes fibrosos (seta preta) e area
hemorragica na membrana sinovial (estrela vermelha); (c) compartimento lateral da articulacdo fémoro-tibio-
patelar mostrando corddes fibrosos na membrana sinovial (seta preta), formacdo de coagulo e hemorragia
localizada(seta verde); (d) compartimento lateral mostrando neovascularizagdo moderada da membrana sinovial,
vasos ingurgitados (asterisco), fibrilagdo (seta preta) e irregularidade da cartilagem articular (seta vermelha); (e)
compartimento medial mostrando ostedfitos na superficie articular do condilo medial (seta preta);’ (f) articulagéo
femoro-patelar mostrando neovascularizagdo discreta da cartilagem articular do condilo medial (seta preta),
fibrilacdo (seta vermelha), vilosidades hipertrdficas discretas (seta azul); a cartilagem articular discretamente
rugosa; (g) articulacdo femoro-patelar mostrando fibrilacdo discreta (seta verde), vilosidades hiperémicas (seta
vermelha), neovascularizacdo e membrana sinovial hiperémica (seta preta); (h) neovascularizagdo da membrana
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sinovial (asterisco) e hiperemia discreta da membrana sinovial (seta preta); (i) articulacdo femoro-patelar
mostrando formacao discreta de corddes fibrosos (seta preta); (j) articulacdo femoro-patelar mostrando formacgéo
de corddes fibrosos (estrela negra) e osteodfito (seta preta). Observe a membrana sinovial lisa, sem hiperemia e
neovascularizacdo. MC: cdndilo medial; P: patela; SM: membrana sinovial; T: troclea.

No M5, 60 dias apds a reconstituicdo do LCCr e 30 dias ap0s a terceira e Gltima aplicacdo de
CAP, os sinais de OA foram acentuados no grupo controle, caracterizados por hiperemia intensa,
neovascularizacdo, formacao de corddes fibrosos, aderéncias, fibrilacéo e erosdo da cartilagem
articular. Vilosidades hipertroficas também foram observadas. A formacdo de osteofitos no
condilo femoral e na patela foi evidente. Um coelho apresentou exposi¢ao 6ssea subcondral.
Nos animais do grupo CAP evidenciou-se a progressdo da OA, mostrando lesdes com menor
intensidade quando comparados ao grupo controle. As principais alteracfes observadas foram
fibrilacdo e eroséo discreta da cartilagem articular, hiperemia discreta e neovascularizacéo da
membrana sinovial, vilosidades hipertroficas e formacéo de corddes fibrosos (Figura 13).

Como esperado, o efeito do CAP se mostrou visivel pelo menor grau de intensidade das lesdes,
como reducéo da hiperemia e vascularizacao sinovial e melhor aspecto da cartilagem articular,
como observado na avaliagdo artroscopica. O grupo tratado apresentou um processo
degenerativo menos intenso quando comparado ao grupo controle, demonstrando,
aparentemente, um efeito clinico benéfico das injecdes intra-articulares de CAP.
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Figura 13. Imagens artroscopicas da articulagdo fémoro-tibio-patelar de coelhos do grupo controle e CAP 60 dias
apos a reconstituicdo do LCCr e 30 dias da terceira e Gltima injecdo de CAP M5: (a) compartimento medial da
articulagdo fémoro-tibio-patelar mostrando a membrana sinovial hiperémica (seta azul) e hemorragica (seta preta);

(b) articulagdo femoro-patelar mostrando proliferagéo de tecidos (seta preta) na inserc¢éo do tenddo patelar e erosdo
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da cartilagem articular com exposicdo dssea subcondral (seta azul); (c) compartimento medial da articulagéo
fémoro-tibio-patelar mostrando formac&o e aderéncias de corddes fibrosos (setas pretas) e hiperemia da membrana
sinovial (seta azul); (d) compartimento lateral mostrando eroséo grave da cartilagem articular (seta vermelha),
fibrilacdo (seta verde) e fragmentos de fibrina livre no interior da articulacdo (seta preta); (e) articulacdo femoro-
patelar mostrando acentuada formac&o de corddes fibrosos (seta preta) e entesofitos na patela (seta vermelha); (f)
compartimento lateral da articulagdo fémoro-tibio-patelar, mostrando membrana sinovial rugosa e um corpo livre
no espago articular (seta preta); (g) membrana sinovial com neovascularizagdo (asterisco), vilosidades
hipertroficas e hemorragicas (seta preta e azul); (h) compartimento medial da articulacdo fémoro-tibio-patelar
mostrando grave erosao da cartilagem articular (seta azul), formacéo de corddes fibrosos (seta verde) e formacdo
de ostedfitos (seta preta); (i) compartimento medial mostrando em detalhes a formacéo de osteofitos no condilo
medial (seta azul) e neovascularizacdo (seta preta); (j) compartimento medial da articulacdo fémoro-tibio-patelar
mostrando neovascularizacdo no condilo medial (seta preta) e hemorragia e hiperemia da membrana sinovial (seta
azul); (k) compartimento lateral da articulagdo fémoro-tibio-patelar, mostrando vilosidades hipertroficas e
vascularizadas (seta preta), fibrilacdo da cartilagem articular do condilo lateral (seta verde) e membrana sinovial
hiperémica (seta azul); (l) articulagdo femoro-patelar mostrando a formagao de coagulos na insercdo do tenddo
patelar (seta preta) e neoformacéo tecidual (estrela azul); (m) compartimento medial mostrando erosdo da
cartilagem articular (seta vermelha), formacao de cord@es fibrosos (seta preta), hiperemia da membrana sinovial
(seta azul) e membrana sinovial rugosa (asterisco); (n) compartimento lateral da articulagcdo fémoro-tibio-patelar
mostrando fibrilagdo do céndilo femoral (seta preta), neovascularizacdo da cartilagem articular (seta azul),
hemorragia na membrana sinovial (seta verde) e erosdo discreta da cartilagem articular (asterisco); (0)
compartimento medial mostrando hemorragia da membrana sinovial (seta verde), hiperemia na membrana sinovial
(seta vermelha), formacdo e adeséo de corddes fibrosos (seta preta) e formacéo de ostedfitos no condilo femoral
(seta azul).

2.4. Discussao

A artroscopia mostrou-se como uma alternativa favordvel, minimamente invasiva no
acompanhamento das lesdes articulares e na avaliacdo do efeito da terapia em coelhos e, como
descrito na literatura (Borges et al., 2008), a recuperacdo pds-cirargica imediata ocorre mais
rapidamente, uma vez que o trauma € menor, quando comparado com a abordagem articular
convencional.

A artroscopia é uma ferramenta terapéutica e de diagndstico por imagem caracterizada por sua
natureza minimamente invasiva e por sua capacidade de propiciar informacdes detalhadas que
outros exames de imagem nado oferecem. Técnicas tradicionais de imagens, como a radiografia,
usadas para diagnéstico das alteracfes articulares ndo permite a identificacdo precoce das
alteracdes (Rezende et al., 2006). Como descrito acima, neste experimento foi possivel, através
da artroscopia, visibilizar as alteracGes precocemente e com detalhes como a inflamacao
sinovial e hiperemia, neovascularizacdo, hiperplasia das vilosidades, fibrilacdo e
irregularidades da superficie articular, conforme relatado na literatura (Park et al., 2018; Punke
etal., 2009).

Na avaliacdo artroscopica, foi possivel evidenciar a gravidade das lesdes decorrentes do
processo degenerativo. No grupo controle ficou em evidencia a formacao de corddes fibrosos,
hiperemia e hipervascularizagdo sinovial e a presenca de erosoes da cartilagem articular. Esses
achados eram esperados devido a acdo das enzimas degradativas durante O processo
degenerativo (Rezende et al., 2012). Assim mesmo, nos coelhos do grupo CAP foi possivel
evidenciar lesdes menos intensas na artroscopia, isso pode ser explicado pelo efeito protetor
deste composto biologico sobre os tecidos articulares, que como observado nas avaliacdes
histologicas, imunohistoquimicas e artroscépicas, diminui a hiperemia sinovial e a degradacéo
da MEC.

A avaliagdo artroscopica como previsto, permitiu ver a diferenca na evolugédo das lesbes entre
os dois grupos. Os animais do grupo controle apresentavam lesdes mais intensas, com evolugéo
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mais rapida e, conforme relatado por Melo et al (2008), erosdo, aderéncias e hemorragias foram
alteracbes caracteristicas na progressdo da OA. A medida que a OA progride, a cartilagem
articular sofre fibrilacao, erosao e exposi¢do 6ssea subcondral, causando dor e perda de funcéo,
como observado nos coelhos do grupo controle.

A presenca de substancias inflamatdrias nas articulagdes acometidas pela OA estimula a
hiperplasia das vilosidades na membrana sinovial, hipervascularizacdo, hiperemia e em fases
mais avanc¢adas pode ser observada a fibrilacdo da cartilagem articular e a presenca de erosoes
da cartilagem articular, assim como observado neste estudo. Essas les6es sdo decorrentes da
liberacdo de citocinas inflamatdrias e de enzimas degradativas e puderam ser acompanhadas
através da artroscopia, assim como descrito por Rezende et al., (2016).

O CAP pode controlar a evolugdo da OA, nao apenas pelo seu contetido em FC, mas também
por seu baixo conteddo em leucdcitos (Betancourt e Murrell, 2016). Essas células podem
auxiliar na redugdo do processo inflamatorio regulando o efeito de neutrdfilos, macréfagos e
linfécitos durante o processo de cicatrizacdo (Lopez et al., 2014). Conforme observado na
avaliacdo artroscépica, os animais que receberam CAP apresentavam um processo inflamatério
menos intenso, com alteracfes menos graves da cartilagem articular.

2.5. Concluséo
Dos resultados obtidos pode-se concluir que a artroscopia € uma técnica que pode ser

empregada no acompanhamento dos processos articulares degenerativos, propiciando
avaliacdes detalhadas, bem como na avaliacdo do efeito dos tratamentos.
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CAPITULO 3

AVALIACAO MACROSCOPICA E HISTOPATOLOGICA DOS TECIDOS DA
ARTICULAGAO FEMORO-TIBIO-PATELAR DE COELHOS COM OA INDUZIDA
E TRATADOS OU NAO COM CAP.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar por meio da macroscopia e histologia, o efeito do CAP na
capsula sinovial e na cartilagem articular da articulacdo fémoro-tibio-patelar de coelhos tratados
ou ndo com CAP. Foram usados 30 coelhos de raca Nova Zelandia, machos, adultos jovens,
com massa corporal média de 3,0 kg, submetidos a ruptura do ligamento cruzado cranial para
inducdo da OA. Aos 21 dias depois os coelhos foram submetidos a reconstituicdo do ligamento
e foram divididos em dois grupos: grupo CAP e grupo controle com injecao de solucao Ringer
Lactato. As aplicacdes foram realizadas imediatamente apds a reconstituicdo do ligamento, aos
15 e aos 30 dias apos a reconstituicdao. Cinco coelhos de cada grupo foram eutanasiados aos 15
dias apos a reconstitui¢do, outros cinco aos 30, e 0s restantes cinco coelhos de cada grupo aos
60 dias apos a reconstituicdo. Fragmentos da capsula sinovial e da cartilagem articular foram
coletadas para fazer avaliacdo histopatolédgica do efeito do CAP na articulagdo. Foi observado
gue os animais que receberam o CAP apresentaram significativamente (p<0,05) menor
inflamacdo sinovial, menor proliferagdo celular e menor degradacdo da MEC quando
comparados com os coelhos que receberam Ringer Lactato. Conclui-se que o CAP exerce um
efeito a nivel celular sobre os tecidos articulares, diminuindo a inflamacéo e a degradacéo e
degeneracdo da MEC, exercendo um efeito benéfico na articulacdo, o que indica seu emprego
seguro como terapia coadjuvante no tratamento da OA.

Introducéo

A OA, sem importar sua causa, € uma doenca progressiva, dolorosa e incapacitante. A
disponibilidade de tratamentos disponiveis € ampla, porém insatisfatoria. O diagnostico precoce
e 0 monitoramento da progressdo da OA persistem como desafio. A OA resulta de uma
complexa interacdo entre fatores bioquimicos e biomecénicos e mudancas envolvendo todos 0s
tecidos da articulacdo tais como capsula articular, osso subcondral, ligamentos e meniscos
resultando na destrui¢do da cartilagem articular e na perda da funcéo (Rezende et al., 2016).

Devido ao fato de que a OA afeta todos os tecidos da articulacdo, alguns autores tém sugerido
gue as mudancas biomecanicas e no metabolismo induzem alteragdes na cartilagem, mediadas
por mudancas na composi¢do do liquido sinovial, da membrana sinovial e dos ligamentos. A
avaliacdo histologica precisa da OA em animais € critica para avaliar a efetividade dos agentes
empregados para prevenir ou reduzir a gravidade da doenca (Xinmin e Jian, 2005).

A aplicacdo intra-articular de CAP tem sido recentemente empregada para tratar diversas
condi¢cBes do sistema musculoesquelético e projeta-se como uma alternativa na terapia
coadjuvante da OA. Sua aplicacdo tem demonstrado que este produto proporciona fatores de
crescimento e citocinas capazes de modular o processo de cicatrizagéo e a inflamagéo do local
onde séo aplicados (Wasterlain et al., 2012).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar macroscopicamente e histologicamente o efeito do
CAP sobre os tecidos da articulagdo fémoro-tibio-patelar de coelhos com OA induzida e
tratados com CAP.
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3.1.LITERATURA CONSULTADA

As estruturas que compdem a articulacdo fémoro-tibio-patelar cumprem uma ampla diversidade
de fungdes, incluindo o amortecimento das forcas que agem sobre a articulagéo, distribuicao do
impacto, lubrificacdo das estruturas e a congruéncia entre superficies dsseas. A complexa
organizacdo da MEC e dos componentes dos tecidos articulares e as interacfes bioquimicas e
moleculares entre essas estruturas propicia uma funcdo adequada que permite a deambulacéo.
Alteracbes em algum desses componentes causam ambientes catabolicos dentro das
articulagdes que vao induzindo mudancgas degenerativas irreversiveis (Hunter e Eckstein, 2011).

Os tecidos articulares estdo compostos principalmente por colédgeno, sendo que a cartilagem
articular apresenta principalmente, fibras de colageno tipo Il e os outros tecidos como a capsula
sinovial, os ligamentos e tenddes e 0 menisco apresentam fibras colagenas do tipo | e do tipo
I1l. Além do colageno, é possivel encontrar outras substancias como proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e acido hialurénico que em conjunto regulam e equilibram o metabolismo
articular (Martel-Pelleter et al., 2008; Dahlgren, 2007).

Apbs a injdria, desencadeia-se uma cascata de eventos celulares e bioquimicos caracterizada
pela liberacdo de enzimas degradativas e mediadores inflamatorios que alteram a composi¢do
estrutural da MEC e dos demais componentes da articulacdo. Macroscopica e
microscopicamente séo observadas lesdes em todas as estruturas articulares com perda da MEC
e dos componentes celulares tipicos de cada estrutura. O conjunto de lesGes encontradas
fornecem uma ideia da intensidade e da gravidade do processo degenerativo, orientando no
prognostico da doenca e no tratamento mais adequado da mesma (Dalhgren, 2007).

Em coelhos podem ser observados sinais de aumento na espessura da cartilagem articular,
fissuras e erosdo da cartilagem as quatro semanas depois da ruptura do LCCr. Efusdo sinovial,
sinovite, fibrose da cépsula, hipertrofia do ligamento colateral medial, rupturas do menisco e
inclusive do ligamento cruzado caudal sdo indicadores da progressao da alteracdo. Os osteéfitos
podem ser observados precocemente, por volta das duas semanas e aparecem principalmente
sobre a tibia, a troclea e os condilos femorais (Mathiessen e Conaghan, 2017; Laverty et al.,
2010; Bouchgua et al., 2009).

Os avancos bioldgicos recentes tém permitido desenvolver uma classificacdo para as alteraces
teciduais observadas durante a OA em coelhos, em relacdo a progressdao da mesma e tem
facilitado a correlacdo funcional com as mudancas morfoldgicas das estruturas articulares.
Esses sistemas de classificacdo consideram alteracbes macroscépicas tais como cor e aparéncia
das estruturas, presenca ou ndo de vilosidades, fibrilacdo, dentre outras e alteracOes
microscopicas como hiperplasia e hipertrofia celular, proliferacdo celular, presenca de
infiltrado inflamatorio e de neovascularizacéo (Laverty et al., 2010; Pritzker et al., 2006).

E conhecido que os produtos derivados das plaquetas modulam o processo inflamatdrio, podem
modificar a liberacdo e producdo de fatores de crescimento, mediadores inflamatorios e
estimular a quimiotaxia, proliferacéo e diferenciacdo celular, modificando o ambiente onde se
encontram e estimulando a regeneracdo tecidual. Na OA, o CAP tem se mostrado eficiente para
diminuir a sinovite, a hipertrofia das vilosidades, a intensidade das lesGes da cartilagem,
melhorar as propriedades do liquido sinovial e em geral, 0 ambiente degradativo e inflamatorio
que predomina durante o processo degenerativo (Almasry et al., 2015; Liu et al., 2014; Osorio-
Carmona e Rezende, 2014).
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Assim, o0 objetivo principal deste trabalho foi avaliar macroscopicamente e
histopatologicamente os tecidos da articulagdo fémoro-tibio-patelar de coelhos com OA
induzida artroscopicamente pela ruptura do LCCr e tratados com CAP ao longo de 60 dias.
Consideraram-se as avaliagdes macroscopicas e microscopicas dos tecidos tratados com CAP
e com ringer lactato e dos membros controle no M3, que ndo foram submetidos a nenhum
procedimento.

3.2.MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais sob o n°® 63/2014.

Foram usados 30 coelhos da ragca Nova Zelandia, adultos jovens, machos com massa corporal
média de 3,0 kg fornecidos pela fazenda experimental Prof. Hélio Barbosa da UFMG. O critério
de inclusdo dos animais na pesquisa foi seu estado geral saudavel e auséncia de alteracdes no
sistema locomotor (0ssos, articulacbes, musculos, tenddes) confirmados mediante avaliacdo
fisica, hemograma e bioquimica sanguinea, exame ortopédico e radiografico nas incidéncias
craniocaudal e médio lateral.

Os animais foram alojados no Centro Experimental do Hospital Veterinario da Escola de
Veterindria da UFMG em salas adaptadas com gaiolas individuais de tamanho 60 cm x 60 cm
X 37 cm, com acesso a agua ad libitum e alimentacdo duas vezes por dia de acordo as
necessidades nutricionais especificas.

Os coelhos foram divididos em dois grupos de 15 animais cada. Os animais do grupo |
constituiram o controle e receberam inje¢des intra-articulares de 0,5 mL de solu¢do Ringer
Lactato e os animais do grupo Il constituiram o tratamento e receberam inje¢des intra-
articulares de 0,5 ml de CAP numa concentragdo de 1,5 a 2,5 vezes o0s niveis basais. Cada
coelho foi submetido a uma avaliacdo artroscépica da articulacdo FTP seguida da ruptura do
LCCr (M1) para desencadear o processo degenerativo. Aos 21 dias (M2) os coelhos foram
novamente submetidos a avaliacdo artroscopica seguida da estabilizacdo da articulacdo FTP
com auto enxerto de fascia lata e aplicagdo de CAP ou solucdo de Ringer Lactato segundo o
tratamento estabelecido.

Depois da reconstituicdo do LCCr foram feitas avaliacbes artroscopicas seriadas aos 15 dias
(M3; segunda aplicacdo dos tratamentos), 30 dias (M4; Gltima aplicacdo dos tratamentos) e 60
dias (M5).

Antes de cada intervencao, foi feita a medicacdo pré-anestesica, que consistiu-se da aplicacdo
de midazolam (Cristélia, Brasil) e metadona (Cristalia, Brasil) na dose de 1 mg / kg por via
intramuscular, na indugdo da anestesia usou-se 15 mg / kg de cetamina e blogqueio anestésico
dos nervos ciatico e femoral com lidocaina (Cristalia, Brasil) sem vasoconstritor na dose de 5
mg / kg e a anestesia foi mantida com isoflurano. As frequéncias cardiaca e respiratoria, pressao
arterial e gases sanguineos foram monitorados. A analgesia pos-operatoria foi feita com
tramadol (Teuto-Cristalpharma, Brasil), na dose de 1 mg / kg por via subcutanea a cada 12
horas por trés dias, a terapia anti-inflamatoria com meloxicam (Ourofino, Brasil) na dose de 0,2
mg / kg por via intramuscular a cada 24 horas durante trés dias ap0s a se¢do e a
antibioticoterapia com cefalexina na dose de 30 mg / kg a cada 12 horas durante cinco dias. O
mesmo tratamento foi realizado apds estabilizagdo articular aos 21 dias e depois de cada
artroscopia exploratoria. A terapia profilatica com cefalexina (Aspen-Pharma, Brasil) na dose
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de 30 mg / kg por via intravenosa foi administrada trinta minutos antes da estabilizac&o articular
e a dosagem foi repetida duas horas ap0s a cirurgia.

Os coelhos foram submetidos a eutanasia conforme os momentos planejados. As eutanésias
foram feitas logo apés as artroscopias e foram realizadas segundo a recomendacao da equipe
de anestesiologistas do hospital veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG. Sob anestesia
inalatoria, foi injetado pela via intravenosa, 10 ml de propofol seguidos de 10 ml de cloreto de
potassio. Foi constatado o dbito na visibilizacdo dos parametros vitais no monitor do aparelho
de anestesia e pela ausculta cardiaca.

Nos momentos M3, M4 e M5, cinco animais de cada grupo foram submetidos a eutanésia, e
imediatamente depois, foram feitos registros fotograficos das articulacGes para a avaliagdo
macroscopica seguindo-se a coleta de fragmentos da cépsula sinovial que foram fixados em
formol tamponado 10% até as respectivas analises. Adicionalmente foram colhidos fragmentos
da cartilagem articular e congelados a -80°C até as respectivas analises.

Para a andlise histologica as amostras da capsula foram processadas pela coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE) para analisar as alteracbes morfoldgicas e estruturais nas células
causadas pela OA e pelo CAP. O osso e a cartilagem foram descalcificados e corados pela HE
para avaliar a morfologia e a estrutura celular.

3.2.1. Processamento capsula sinovial

Depois que as amostras foram colhidas, o tecido foi processado rotineiramente conforme o
protocolo do laboratério de histopatologia e imuno-histoquimica da Escola de Veterinaria da
UFMG. Os fragmentos foram dispostos no histotécnico (Leica ASP300 S) e foram submersos
uma hora no alcool 70%, seguido de uma hora no alcool 80%, mais uma hora no alcool 90%,
duas horas no alcool absoluto, 30 minutos no xilol e finalmente 30 minutos na parafina. Depois
deste processo os fragmentos foram emblocados em parafina, cortados em micrétomo (Leica
RM2245) numa espessura de 5 um e montados em laminas histoldgicas para posterior coloracéo.

3.2.2. Colorag0es

Para avaliar a morfologia e estrutura celular empregou-se a coloracdo com HE conforme o
protocolo do laboratério de histopatologia da Escola de Veterindria da UFMG. As laminas
foram colocadas na estufa (fanem 502-C) a 37°C durante 15 minutos para retirar o excesso de
parafina. Seguiu-se o processo de hidratacdo iniciando com a submersdo em xilol durante 25
minutos e posterior submersdo em &lcool absoluto I durante cinco minutos, submersdo em
alcool absoluto Il por mais 5 minutos, submersdo em alcool 90% durante cinco minutos,
submersdo em alcool 80% durante mais 5 minutos, submersdo em &lcool 70% durante cinco
minutos, submersdo em agua destilada por trés minutos, submersdo em hematoxilina durante
um minuto e lavadas em agua corrente por mais 15 minutos. Depois disso, as laminas foram
submersas em eosina durante dois minutos e lavadas em agua corrente para posterior
desidratacdo. A desidratacdo foi feita mergulhando as laminas rapidamente em alcool 70%,
seguidas de um mergulho rapido em alcoois 80% e 90%, submersdo em alcool absoluto |
durante 10 minutos, submersdo em alcool absoluto Il por mais 10 minutos e submersé@o em xilol
por trés minutos. Posteriormente as laminas foram limpadas e montadas com balsamo Canada
e observadas em microscopio optico.
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3.2.3. Processamento cartilagem articular

Para a avaliacdo histoldgica do tecido 6sseo e da cartilagem articular, os fragmentos foram
desprovidos de todo o tecido mole circundante e cada fragmento 6sseo foi envolvido em gaze
e identificado para descalcificagdo em solucdo de acido formico a 24% com citrato de sodio
durante 30 dias. As amostras foram dispostas no mesmo recipiente e submersas na solugédo
descalcificadora. A solucdo foi trocada a cada 48 horas até a comprovacdo radiografica
completa da descalcificacdo 6ssea. Apds a descalcificacdo as amostras foram lavadas por 24
horas em agua corrente para entdo serem desidratadas em alcoois de concentragfes crescentes
(70%, 80%, 90%, absoluto I e Il), permanecendo duas horas em cada um deles. Depois da
desidratacéo, os fragmentos foram submersos em xilol durante 40 minutos. Seguidamente 0s
fragmentos de osso foram emblocados em parafina liquida e finalmente foram obtidos cortes
de cinco pum de espessura. As amostras foram coradas com Hematoxilina-Eosina segundo o
procedimento padrdo para observacdo por microscopia optica de luz. A coloracdo de
Hematoxilina-Eosina foi feita conforme o descrito acima anteriormente.

3.2.4. Avaliacdo macroscopica

A avaliagdo macroscopica da cartilagem articular foi feita conforme as recomendacfes da
OARSI para a andlise histopatoldgica da OA em coelhos (Laverty et al., 2010). Na avaliacao
macroscopica ndo foi utilizada a tintura india ink para preservar o tecido e facilitar a realizacdo
dos testes imunohistoquimicos. Foram observadas principalmente alteracGes na superficie da
cartilagem, presenca de erosdo da cartilagem e a exposicao do 0sso subcondral (Tabela 5).

Tabela 5. Sistema de avaliagdo das alteragdes macroscopicas da cartilagem articular FTP de coelhos com OA
induzida e tratados ou ndo com CAP.
AVALIACAO MACROSCOPICA DA CARTILAGEM ARTICULAR

SCORE DESCRICAO
0 Superficie articular lisa apresentando cor normal (branca).
1 Superficie articular rugosa com minima fibrilagdo ou uma coloracdo ligeiramente
amarelada.
2 Erosdo da cartilagem articular se estendendo até as camadas superficial e/ou média.
3 Erosdo da cartilagem articular se estendendo dentro das camadas profundas.
4 Eros8o completa da cartilagem articular com exposic¢do do 0sso subcondral.

Camada superficial: Profundidade de erosdo de aproximadamente <3 mm

Camada média: Profundidade de erosdo de aproximadamente >a 3 mm e <a 5 mm
Camada profunda: Profundidade de erosdo de aproximadamente > 5 mm e < a 7mm
Tidemark e osso subcondral: Profundidade de erosdo >a 7 mm

Classificacdo realizada conforme o reportado por Makino et al., 2001.

3.2.5. Avaliacdo microscopica

A avaliacdo microscopica das estruturas da articulacdo fémoro-tibio-patelar foi feita seguindo
as orientagdes da sociedade internacional de pesquisa em osteoartrose (OARSI) e as
recomendacdes para a avaliagéo histologica da OA em coelhos sugerida por Laverty et al., 2010.

Para a avaliagdo microscopica os tecidos da capsula sinovial foram processados e corados como
descrito anteriormente. A cartilagem articular e o 0sso subcondral foram descalcificados e
corados com Hematoxilina e Eosina. Os tecidos foram cortados no plano sagital numa espessura
de 5 um usando um micrétomo (HYRAX M15) com navalha de alto perfil e 3 se¢des por tecido
foram utilizadas para as anélises.
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3.2.5.1.Classificacdo microscopica das altera¢des da membrana sinovial

As amostras da membrana sinovial foram coletadas do recesso suprapatelar e da regido da
insercdo da capsula no condilo femoral medial, distante do local da puncéo artroscopica. A
avaliacdo da membrana sinovial foi feita considerando os parametros apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Avaliacdo e classificacdo histopatologica das alteragdes da membrana sinovial da articulagdo FTP de
coelhos com OA induzida e tratados ou ndo com CAP.

CRITERIO AVALIADO SCORE DESCRICAO
SINOVIOCITOS
0: normal Uma camada celular
Proliferacéo 1: discreta Até duas camadas celulares de profundid_ade
2: moderada Até quatro camadas celulares de profundidade
3: acentuada Mais de quatro camadas celulares de profundidade
0: normal Escamosa
Hipertrofia 1: discreta Cg?oid_al
2: moderada Cilindrica
3: acentuada Cilindrica com protrusdes citoplasmaticas
INFILTRADO INFLAMATORIO
0: ausente
Infiltrado 1: discreto < de 2 células
linfoplasmocitico 2: moderado > 2 células, porém < de 4 células
3: acentuado > 4 células, infiltracdo difusa
Agregados/foliculos Oj a}ugente
linfoplasmociticos L unico 1
2: muitos >1
ESTROMA SINOVIAL
0: normal Sem vilosidades/ondas suaves
Hiperplasia das 1: discreta Hiperplasia focal, vilosidades pequenas
vilosidades 2: moderada Hiperplasia multifocal de vilosidades
3: acentuada Hiperplasia difusa das vilosidades
0: normal Densidade celular normal
Proliferacdo de 1: discreta < de 2 células
fibroblastos/fibrécitos 2: moderada > 2 células, porém < de 4 células
3: acentuada > 4 células
0: normal Sem proliferacdo de vasos sanguineos
. ~ 1: discreta < de 2 vasos sanguineos
Proliferacéo de vasos - 5 , .
P . > vasos sanguineos, porém < de 4 vasos
sanguineos 2: moderada .
sanguineos
3: acentuada > 4 vasos sanguineos
Detritos de 2: gl;fggs 13
cartilagem/osso 2 muitos >3
0: ausente
Hemosiderose 1: poucas células  1-3

N

: muitas células >3
0: normal; 1: discreta; 2: moderada; 3: acentuada. Classificacdo realizada conforme o reportado por Laverty et al.,
2010.

3.2.5.2.Classificacdo microscopica das alterac@es na cartilagem articular

A cartilagem articular foi dividida em duas regides para avaliar as alteragdes presentes em toda
a extenséo do tecido. Foi feito um corte sagital no centro do fémur e da tibia para dividi-los em
duas sub-regides (condilo lateral e condilo medial). O tecido foi descalcificado e processado
conforme descrito acima. A avaliacdo da cartilagem articular foi feita conforme o descrito na
tabela 7.
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Tabela 7. Avaliacdo e classificacdo histopatoldgica das alteragdes na cartilagem articular da articulacdo FTP de
coelhos com OA induzida e tratados com CAP.

Avaliacdo da cartilagem articular com Hematoxilina e Eosina

ESTRUTURA
SCORE DESCRICAO
0 Superficie articular lisa
1 Irregularidades na superficie articular
2 Fissuras em <50% da superficie articular por campo
3 Fissuras em >50% da superficie articular por campo
4 Erosdo de 1/3 da cartilagem articular em <50% da superficie
articular por campo
5 Erosdo de 1/3 da cartilagem articular em >50% da superficie
articular por campo
6 Erosdo de 2/3 da cartilagem articular em <50% da superficie
articular por campo
7 Erosdo de 2/3 da cartilagem articular em >50% da superficie
articular por campo
8 Erosdo de profundidade completa da cartilagem em <50% da
superficie articular por campo
9 Erosdo de profundidade completa da cartilagem em >50% da
superficie articular por campo
Erosdo de profundidade completa da cartilagem e da cartilagem
10 calcificada até o osso subcondral em <50% da superficie articular
por campo
Erosdao de profundidade completa da cartilagem e da cartilagem
11 calcificada até o osso subcondral em >50% da superficie articular
por campo
DENSIDADE DOS CONDROCITOS
SCORE DESCRICAO
0 Sem diminuicdo na densidade celular
1 Diminuicéo focal na densidade celular
2 Diminuicdo multifocal na densidade celular
3 Diminuicdo multifocal e confluente na densidade celular
4 Diminuicdo difusa da densidade celular
FORMAQAO DE AGLOMERADOS
SCORE DESCRICAO
0 Normal
1 <4 aglomerados por campo
2 > 4 aglomerados, porém < 8 aglomerados por campo
3 > 8 aglomerados por campo

Classificacéo realizada conforme o reportado por Laverty et al., 2010.

3.3. Avaliacao estatistica

Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo. Foi feita uma comparacao das
médias dentro dos grupos, nos diferentes momentos avaliados e entre os grupos no M3, M4 e
M5. Os valores da média e desvio padrdo obtidos para as variaveis analisadas foram
comparados pelo teste de ANOVA para determinar se houve diferencas significativas nos
tratamentos empregados. O intervalo de confianga considerado foi de 95%, com diferencias

significativas quando P< 0,05

Para as analises estatisticas foram empregados 0s seguintes testes:
e Teste de student-Newman-Kels para avaliar diferencas estatisticas entre os valores
pareados no sangue total e no CAP;
e Teste de Tukey para comparar os valores das médias entre o grupo controle e o grupo CAP;
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e Teste de Kruskal-Wallis para determinar a interacdo entre 0 grupo e o tempo de
avaliacéo;
e Teste de Friedman para determinar o efeito do tempo em cada um dos grupos.

3.4. Resultados
3.4.1. Avaliacdo macroscopica

Os resultados da avaliacdo macroscopica sdo apresentados na Tabela 8 como valores de média
e desvio padrdo. O tecido mostrou-se preservado, permitindo uma avaliacdo sem intercorréncias
metodologicas decorrentes de uso de tinturas como a india ink. A articulagdo do membro
pélvico esquerdo, saudavel, foi utilizada como controle negativo para comparacdo com as
articulacGes alteradas. Em alguns animais, a tracdo do enxerto ocasionou luxacdo lateral da
patela, podendo contribuir, discretamente, com o desgaste da cartilagem articular.

A articulacdo FTP saudavel dos coelhos, com seus respectivos componentes € ilustrada na
Figura 14.

Tabela 8. Avaliagcdo macroscopica da cartilagem articular do fémur e da tibia de coelhos do grupo controle e do
grupo CAP com OA induzida nos momentos avaliados.
AVALIACAO MACROSCOPICA DA CARTILAGEM ARTICULAR
SCORE
GRUPO CONTROLE GRUPO CAP
M3 M4 M5 M3 M4 M5

Coelho 1 1
Coelho 2 1
Coelho 3 2 - -
Coelho 4 2
Coelho 5 2

R R NEREN
1
1

Coelho 6 2 1

Coelho 7 - 3 2

Coelho 8 - 2 - - 2 -
3 1
3 2

Coelho 9 -
Coelho 10 -
Coelho 11 -
Coelho 12 - -
Coelho 13 - -
Coelho 14 - -
Coelho 15 - - 4 - - 2
Mediae ) 6i0540 2,6:05481 3,860,891 1400171  16+054% 2,440,548
SD T T T T T T
ABC: | etras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) nos momentos avaliados DENTRO de
cada grupo.
12:Numeros diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) nos momentos avaliados ENTRE os
grupos.
0: normal; 1: discreta; 2: moderada; 3: acentuada.

EEE S S N O
1
1

N WWwWwN
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Figura 14. Fotografia da articulagdo FTP do MPE de coelhos. Articulacdo saudavel. A: F: Fémur; T: Tibia;
CA: cartilagem articular; MS: Membrana Sinovial; LP: Ligamento patelar; CAd: coxim adiposo; *: Patela; seta:
insercdo do tenddo do musculo extensor digital. B: seta vermelha: Ligamento cruzado cranial; * vermelho:
Ligamento Cruzado Caudal. (o ligamento patelar e o coxim adiposo foram retirados para expor os ligamentos. A
insercdo do tenddo do musculo extensor digital foi retirada).

No M3 no grupo controle, foram observadas alteracdes discretas na cartilagem articular do
fémur e da tibia incluindo perda de brilho da superficie articular, rugosidade e em trés coelhos
(60%) observou-se erosbes superficiais sem exposicdo do o0sso subcondral (Figura 15). No
mesmo momento no grupo CAP, observaram-se também alteracdes envolvendo as superficies
articulares de ambos o0s 0ssos, incluindo rugosidades, perda de brilho e discretas alteragdes na
cor, mostrando coloracao ligeiramente amarelada. Neste grupo, houve dois animais (40%) com
erosdo superficial da cartilagem (Figura 15). Quando comparadas as médias de ambos 0s grupos
no M3, ndo foram observadas diferencgas significativas entre os grupos (p>0.05).

No M4 no grupo controle, foi observado o avango das lesfes do processo degenerativo, sendo
que todos os animais desse grupo apresentaram rugosidade na superficie articular, erosdo da
cartilagem articular, presenca de ostedfitos e cartilagem sem brilho e avermelhada (Figura 15).
No mesmo momento no grupo CAP, foi possivel observar também o avango das lesdes
articulares, porém com menor intensidade quando comparadas com 0s animais do grupo
controle. Neste grupo dois animais (40%) apresentavam superficie articular irregular com perda
de brilho e alteracBes na coloragdo da mesma (amarelada), enquanto os outros trés animais
(60%) do grupo apresentaram erosao superficial da cartilagem articular (Figura 15). Os animais
deste grupo apresentaram menor fibrilagdo, menor presenca de corddes fibrosos e uma
superficie articular mais regular. Quando comparadas as médias de ambos os grupos no M4 foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p<0.05).

No M5 nos animais do grupo controle, foi evidenciada a progressdo da OA com a presenca de
lesbes mais acentuadas. Os animais deste grupo apresentaram perda do brilho e da coloracédo
normal da cartilagem, erosdes profundas (um animal, 20%) e inclusive erosdo com exposicéo
do osso subcondral (quatro animais, 80%) (Figura 15). No mesmo momento, nos animais do
grupo CAP, observou-se 0 avango, em menor intensidade, das lesdes articulares, caracterizadas
principalmente pela perda de brilho, pela mudanca da cor da cartilagem (avermelhada) e pela
presenca de erosdes superficiais (trés coelhos, 60%) e profundas (dois coelhos, 40%) da
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superficie articular, porém sem exposicdo do osso subcondral em nenhum caso (Figura 15).
Quando comparadas as médias dos grupos foram observadas diferencas estatisticamente
significativas(p<0.05).

Figura 15. Avaliagdo macroscopica das articulagdes fémoro-tibio-patelar dos coelhos de ambos 0s grupos nos
diferentes momentos avaliados. A (M3), C e D (M4), G e H (M5) grupo controle. B (M3), E e F (M4), | e J (M5)
grupo CAP. A: Fémur de coelho do grupo controle 15 dias apdés a reconstituicdo do LCCr mostrando o
espessamento da membrana sinovial (estrela preta), erosdes superficiais da cartilagem (asterisco), cartilagem
articular com rugosidades e sem brilho (seta preta) e osteofitos periarticulares (seta vermelha). B: Fémur de coelho
do grupo CAP 15 dias apds a reconstituicdo do LCCr mostrando o espessamento da membrana sinovial (estrela
preta), erosdes superficiais da cartilagem (asterisco), cartilagem articular com rugosidades (seta preta fina),
ostedfitos periarticulares (seta vermelha) e desgaste da borda troclear do condilo media (seta preta grossa). C e D:
Fémur de coelhos do grupo controle 30 dias apds a reconstituicdo do LCCr mostrando o espessamento da
membrana sinovial (estrelas pretas), presenca de corddes fibrosos (tridngulo), eroséo superficial da cartilagem
articular (asteriscos pretos), erosdo média e profunda da cartilagem articular (asterisco vermelho), rugosidades na
superficie da cartilagem articular (setas pretas finas) e presenca de osteéfitos periarticulares (setas vermelhas). E
e F: Fémur de coelhos do grupo CAP 30 dias apds a reconstituicdo do LCCr mostrando o espessamento da
membrana sinovial (estrelas pretas), presenca de cord@es fibrosos (tridngulo), erosdes superficiais da cartilagem
(asteriscos), rugosidades na superficie da cartilagem articular (setas pretas finas) e presenca de ostedfitos
periarticulares (setas vermelhas). G e H: Tibia e fémur de coelhos do grupo controle 60 dias ap6s a reconstituicéo
do LCCr mostrando o espessamento da membrana sinovial (estrela preta), eroses superficial e profunda na
cartilagem articular (asteriscos pretos e vermelhos), rugosidades na superficie da cartilagem articular (setas pretas
finas), erosdo profunda com exposicdo do osso subcondral (tridngulos vermelhos) e presenga de osteofitos
periarticulares (setas vermelhas). | e J: Fémur e tibia de coelhos do grupo CAP 60 dias ap6s a reconstitui¢do do
LCCr mostrando o espessamento da membrana sinovial (estrela preta), eroséo superficial e profunda da cartilagem
articular, sem exposicdo do osso subcondral (asteriscos pretos e vermelhos), rugosidades na superficie da
cartilagem articular (setas pretas finas) e presenca de ostedfitos periarticulares (setas vermelhas).
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3.4.2. Avaliacao microscopica

3.4.2.1.Avaliacd@o microscépica da capsula sinovial

Os resultados da avaliacdo microscopica da capsula sinovial com as coloracdes de hematoxilina
e eosina sdo apresentados na tabela 9. A figura 16 mostra a cépsula sinovial do membro
esquerdo, ndo operado, sem alteracdes. As figuras 17, 18 e 19, ilustram as alteracdes observadas
na capsula sinovial dos coelhos de ambos os grupos, durante 0s momentos avaliados.

Tabela 9. Resultados da avaliagdo microscopica da capsula sinovial coradas com hematoxilina e eosina em coelhos
do grupo controle e do grupo CAP durante 0 M3, M4 e M5
AVALIACAO MICROSCOPICA DA MEMBRANA SINOVIAL
SINOVIOVITOS
CONTROLE CAP
M4 M5 |

»
w
<
o

Coelho 1
Coelho 2
Proliferacdo  Coelho 3
Coelho 4
Coelho 5
Coelho 1
Coelho 2
Coelho 3
Hipertrofia Coelho 4
Coelho 5
Média e
SD

=
N
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I—‘I—‘I—‘I—‘ONNI—\I—‘I—‘E
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w
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1+0,66'A  1,9+0,73'8 2,540,521¢ 0,8+0,63'A 1,140,564 1,5+0,52%8

INFILTRADO INFLAMATORIO
CONTROLE CAP
M4 M5

w
w
[8;]

Coelho 1
Infiltrado Coelho 2
linfoplasmo-  Coelho 3
citario Coelho 4
Coelho 5
Coelho 1
Coelho 2
Coelho 3
Coelho 4
Coelho 5
Médiae  0,5+0,52
SD 1A

N
N
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ESTROMA SINOVIAL
CONTROLE CAP
M4 M5

w
w
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Coelho 1

Hiperplasia Coelho 2
das Coelho 3
vilosidades Coelho 4
Coelho 5
Coelho 1
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Coelho 5 0 0 0 0 1 1

Coelho 1 0 0 1 0 0 0

Coelho 2 0 1 1 0 0 1

Coelho 3 0 1 1 0 1 0
Hemosiderose Coelho 4 0 1 1 0 0 0

Coelho 5 0 1 2 0 1 1

Adi 2A
Midlae  06B0T 1pss070t  1g8r105c 0520581 OFEITET g p9u0 g

ABC | etras diferentes nas colunas indicam diferencga significativa (P<0,05) nos momentos avaliados DENTRO
de cada grupo.

L2 Nmeros diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) nos momentos avaliados ENTRE os
grupos.

0: normal; 1: discreta; 2: moderada; 3: acentuada.
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Figura 16. Microfotografia mostrando a aparéncia da cdpsula sinovial de coelhos saudaveis. A) capsula sinovial
mostrando uma Unica camada de sinovidcitos, com células normais de aparéncia escamosa (seta preta); camada de
tecido fibroso subjacente (asterisco). B) cépsula sinovial de coelho saudavel mostrando uma camada fina de
sinovidcitos em forma de escama (seta), uma camada de sustentacéo (asterisco) contendo alguns fibroblastos (a) e
poucos vasos sanguineos (b). A e B: x100 pum.

Ao analisar as imagens microscopicas da capsula sinovial foram observadas alteracdes
decorrentes do processo degenerativo. Alteracdes na proliferacdo celular e hipertrofia dos
sinovidcitos foram observadas em todos os momentos avaliados. Em ambos os grupos foram
observados infiltrados e agregados linfoplasmocitarios. Esses infiltrados foram observados com
mais frequéncia no M5, principalmente nos coelhos do grupo controle.

Foram observadas também alteracGes do estroma da capsula sinovial como hiperplasia das
vilosidades, proliferacdo de fibroblastos e de vasos sanguineos e nos casos mais graves do
processo degenerativo, observou-se detritos de cartilagem e 0sso e hemosiderose na capsula.
Os coelhos do grupo controle, apresentaram as lesdes mais acentuadas do estroma quando
comparados com os escores no grupo CAP.

Nos animais do grupo controle, no M3, foram observadas alteragdes discretas na capsula
sinovial compativeis com o processo degenerativo. Trés coelhos (60%) apresentaram
proliferacéo discreta dos sinovidcitos enquanto dois coelhos (40%) apresentaram proliferacéo
moderada destas células (40%). Nesse mesmo momento, dois coelhos (40%) tiveram
sinovidcitos com morfologia normal enquanto os outros trés animais (60%) mostraram
hipertrofia discreta dos sinoviécitos (Figura 17).
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Em dois coelhos (40%) do grupo controle ndo foi observada a presenga de infiltrados
linfoplasmocitarios, enquanto nos outros trés animais (60%) foram observados um infiltrado
discreto caracterizado por poucas células linfoplasmociticas. Em trés animais deste grupo néo
foram observados agregados/foliculos linfoplasmociticos enquanto em dois deles (40%) foi
observado um Unico agregado linfoplasmocitico (Figura 17).

Trés coelhos (60%) do grupo controle, apresentaram presencga discreta de vilosidades enquanto
outros dois coelhos (40%) apresentaram presenca moderada. Nesse mesmo momento (M3)
quatro animais (80%) apresentaram proliferacdo discreta de fibroblastos e um coelho (20%)
mostrou proliferacdo moderada de fibroblastos. Trés coelhos (60%) apresentaram proliferacdo
discreta de vasos sanguineos no estroma, enquanto em dois coelhos (40%) o tecido apresentou-
se normal, sem proliferacdo de vasos sanguineos. Em nenhum coelho do grupo controle neste
momento, foram observados detritos de cartilagem ou 0sso e nem presenca de hemosiderose
(Figura 17).

Neste mesmo momento (M3), nos animais do grupo CAP, também foram observadas alteracdes
discretas causadas pelo avanco da OA. Quatro coelhos (80%) deste grupo apresentaram
proliferacdo discreta dos sinoviocitos e um deles (20%) apresentou proliferacdo moderada
dessas células. Trés coelhos (60%) apresentaram morfologia celular normal, enquanto os dois
restantes (40%) apresentaram hipertrofia discreta dos sinoviocitos (Figura 17).

Em trés animais (60%) do grupo CAP ndo foram observados sinais de infiltrado
linfoplasmocitico, enquanto nos outros dois (40%) observou-se um infiltrado inflamatorio
discreto. Neste mesmo periodo, ndo foi observada a formacdo de aglomerados/foliculos
linfoplasmociticos em quatro coelhos (80%), porém um deles (20%) mostrou a formacao de um
Unico agregado inflamatério (Figura 17).

Foi observado em quatro animais deste grupo (80%) hiperplasia discreta das vilosidades e em
um animal (20%) hiperplasia moderada das vilosidades da capsula sinovial. Também foi
observado em todos os animais deste grupo (100%) proliferacdo discreta de fibroblastos. Trés
animais (60%) apresentaram proliferacdo discreta de vasos sanguineos e os outros dois animais
(40%) apresentaram o estroma normal (sem vasos sanguineos). Finalmente, em nenhum animal
deste grupo no M3, foram observadas a presenca de detritos de cartilagem ou 0sso ou de
hemosiderose (Figura 17).

Quando comparadas as médias dos pardmetros avaliados em ambos os grupos ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas no M3.

Na avaliacdo microscépica da capsula sinovial no M4, foi verificada a evolugdo do processo
degenerativo em ambos os grupos. Proliferacdo e hiperplasia de sinovidcitos, presenca de
infiltrados e aglomerados inflamatdrios, hipertrofia das vilosidades, proliferacdo de fibroblastos
e vasos sanguineos e hemosiderose foram as alteracGes observadas em este momento, sendo
mais acentuadas nos animais do grupo controle.

Nos animais do grupo controle, no M4, observou-se proliferacdo discreta de sinoviocitos em
dois animais (40%), proliferacdo moderada em outros dois (40%) e proliferacdo acentuada em
um dos coelhos (20%). Um coelho (20%) apresentou hipertrofia discreta dos sinoviécitos, trés
coelhos (60%) apresentaram hipertrofia moderada e um coelho (20%) apresentou hipertrofia
acentuada dessas células (Figura 18).
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Foi observado nos animais deste grupo que dois coelhos (40%) apresentaram infiltrado
linfoplasmocitico discreto e trés animais (60%) tiveram infiltrado linfoplasmocitico moderado.
Durante a avaliagdo foi possivel verificar que ndo houve formacdo de agregados/foliculos
linfoplasmociticos em trés coelhos (60%), porém dois coelhos (40%) apresentaram um Unico
agregado inflamatério.
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Figura 17. Microfotografia da avaliagdo microscopica da capsula sinovial, corada com hematoxilina e eosina, de
coelhos de ambos os grupos no momento 3 (M3). A e B grupo controle. C e D grupo CAP. A) Proliferagdo discreta
dos sinovidcitos, observada pela presenca de vérias camadas de células (chave vermelha); hipertrofia discreta dos
sinovidcitos observada pela presenca de células cuboidais (seta preta); presenca discreta de infiltrado
linfoplasmocitico (tridngulo vermelho); presenca de um Unico agregado linfoplasmocitéarios (tridngulo preto);
proliferacdo discreta de fibroblastos (asterisco). B) Proliferagdo discreta de sinovidcitos (chave vermelha);
hipertrofia moderada de sinoviocitos caracterizada pela presenca de células cuboidais e cilindricas (setas pretas);
presenca discreta de infiltrado linfoplasmocitarios (tridngulos vermelhos); proliferacdo discreta de fibroblastos
(asterisco) e proliferacdo moderada de vasos sanguineos (setas vermelhas). C) Membrana sinovial normal
apresentando uma Unica camada celular de sinovidcitos (chave vermelha); Hipertrofia discreta dos sinovidcitos
representada pela presenca de poucas células com forma cuboidal (seta preta); presenca discreta de infiltrado
linfoplasmocitarios (triangulo vermelho); densidade de fibroblastos normal no estroma da capsula (asterisco). D)
Membrana sinovial normal apresentando uma Unica camada celular de sinovidcitos (chave vermelha); Hipertrofia
discreta dos sinovidcitos representada pela presenga de poucas células com forma cuboidal (seta preta); densidade
de fibroblastos normal no estroma da cépsula (asterisco). A, B, C e D: x50 pm.

Em dois animais (40%) do grupo controle verificou-se hiperplasia discreta das vilosidades, em
outros dois (40%) hiperplasia moderada e em outro animal (20%) hiperplasia acentuada das
mesmas. Todos os animais deste grupo (100%) apresentaram proliferacdo moderada de
fibroblastos. Trés animais (60%) tiveram proliferacdo discreta e dois coelhos (40%)
proliferacdo moderada de vasos sanguineos. Em trés coelhos (60%) ndo foi observada a

84



presenca de detritos de cartilagem ou o0sso, enquanto em dois coelhos (40%) observou-se a
presenca de poucos detritos. Um animal (20%) deste grupo néo teve presenca de hemosiderose
e nos outros quatro coelhos (80%) observaram-se poucas células com este acimulo (Figura 18).

No grupo CAP foi possivel observar também o avanco das lesbes osteoartriticas, porém em
menor intensidade do que as observadas no grupo controle. No M4, trés coelhos (60%) deste
grupo tiveram proliferagdo discreta dos sinovidcitos, enquanto dois coelhos (40%) tiveram
proliferacdo moderada. Um coelho (20%) do grupo apresentou morfologia celular normal
(forma de escama), enquanto os quatro coelhos restantes (80%) apresentaram hipertrofia
discreta dos sinovidcitos.

Quatro animais (80%) do grupo CAP apresentaram um infiltrado linfoplasmocitico discreto
enquanto um animal (20%) apresentou infiltrado inflamat6rio moderado. Em trés animais (60%)
ndo foi possivel verificar a formacéo de agregados/foliculos linfoplasmociticos, porém em dois
animais (40%) do grupo observou-se a formagao de um Unico agregado (Figura 18).

Neste tempo de observacdo (M4), foi possivel observar em trés animais (60%) do grupo
hiperplasia discreta das vilosidades e moderada em dois animais (40%). Trés coelhos (60%)
apresentaram proliferacdo discreta dos fibroblastos e dois animais (40%) tiveram proliferacdo
moderada dessas células. Um animal (20%) apresentou-se sem proliferacdo de vasos
sanguineos, trés animais (60%) tiveram proliferacdo discreta e um animal (20%) mostrou
proliferacdo moderada dos vasos sanguineos no estroma da capsula articular. Em quatro coelhos
(80%) do grupo os detritos de cartilagem ou osso foram ausentes e em um coelho (20%)
observou-se poucos detritos. Trés coelhos (60%) nao apresentaram hemosiderose celular,
enquanto dois coelhos (40%) mostraram poucas células com esse pigmento no seu interior
(Figura 18).

Quando comparadas as médias no M4 entre o grupo controle e o grupo CAP verificou-se
diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) no parametro sinoviocitos e estroma sinovial,
porém nao foi observada diferenca significativa (P>0,05) na presenca de infiltrado inflamatorio.

Na avaliagdo no M5, observou-se a progressdo do processo degenerativo, mais intensa nos
animais do grupo controle. Alterac6es associadas a proliferacdo e hipertrofia celular, presenca
de infiltrados inflamatorios, hiperplasia das vilosidades, proliferacdo de vasos sanguineos,
detritos e hemosiderose foram as mais comuns.

Os animais do grupo controle, apresentaram lesdes acentuadas na maioria dos parametros
avaliados. Trés coelhos (60%) apresentaram proliferacdo moderada dos sinovidcitos e dois
coelhos (40%) mostraram proliferacdo acentuada destas células. Dois coelhos (40%) mostraram
hipertrofia moderada dos sinovidcitos e o0s trés restantes (60%), hipertrofia acentuada (Figura
19).

Foi observado também nos animais deste grupo a presencga de infiltrado inflamatério de
moderado a acentuado. Dois animais (40%) apresentaram infiltrado linfoplasmocitico
moderado, enquanto trés animais do grupo tiveram infiltrado inflamat6rio acentuado. Neste
mesmo momento, foi observado em trés animais (60%) do grupo a presenga de um unico
agregado linfoplasmocitico, enquanto nos outros dois animais (40%) ndo foram observados a
presenca de agregados inflamatorios.

Na avaliacdo do estroma sinovial, observaram-se altera¢es acentuadas no grupo controle. Trés
animais (60%) do grupo apresentaram hiperplasia acentuada das vilosidades e dois animais
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(40%) apresentaram hiperplasia moderada. Trés animais (60%) tiveram proliferacdo acentuada
de fibroblastos e os outros dois (40%) apresentaram proliferacdo moderada dessas células. Trés
animais (60%) mostraram proliferagdo acentuada de vasos sanguineos, enquanto o0s outros dois
coelhos (40%) mostraram proliferacdo moderada. Nao foram observados detritos de cartilagem
ou 0sso em trés coelhos (60%), enquanto os outros dois animais do grupo (40%) apresentaram
poucos detritos. Em quatro coelhos (80%) do grupo foram vistas poucas células do estroma
com hemosiderose e um coelho (20%) apresentou hemosiderose em mais de trés células (Figura
19).

Figura 18. Microfotografia da avaliagdo microscéopica da cépsula sinovial, corada com hematoxilina e eosina, de
coelhos de ambos o0s grupos no momento 4 (M4). A e B grupo controle. C e D grupo CAP. A) proliferacdo
moderada de sinovidcitos representada pela presenca de varias camadas de células (chave vermelha); hipertrofia
moderada dos sinovidcitos caracterizada pela presenca de células cilindricas (setas pretas); presenga de um Unico
agregado linfoplasmocitario com abundantes células inflamatérias (triangulo preto); proliferagdo discreta e
hipertrofia de fibroblastos (asterisco); presenca de algumas células com acimulo de hemossiderina/hemosiderose
(setas marrons). B) Proliferacao acentuada de sinovidcitos representada pela presenca de varias camadas de células
(chave vermelha); hipertrofia discreta e moderada de sinovidcitos, caracterizada pela presenca de células
cuboidais; presenca de um Unico agregado linfoplasmocitario com abundantes células inflamatdrias (triangulo
preto); proliferacdo discreta de vasos sanguineos (seta vermelha); proliferacao discreta e hipertrofia de fibroblastos
(asterisco). C) proliferacdo discreta de sinovidcitos observada pela presenca de duas camadas de células (chave
vermelha); hipertrofia discreta de sinovidcitos, observada pela presenca de células cuboidais (setas pretas);
presenca moderada de infiltrado linfoplasmocitario, observando-se algumas células inflamatérias (triangulo
vermelho); proliferacdo e hipertrofia discreta de fibroblastos no estroma da cépsula (asterisco); presenca normal
de vasos sanguineos (seta vermelha); D) proliferagdo moderada de sinovidcitos representada pela presenca de até
quatro camadas celulares (chave vermelha); hipertrofia discreta dos sinovidcitos, caracterizada pela presenca de
células cuboidais (setas pretas); presenca moderada de infiltrado linfoplasmocitario caracterizado pela presenga de
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algumas células inflamatorias perto dos vasos sanguineos (triangulo amarelo); proliferagdo moderada e hipertrofia
dos fibroblastos do estroma da capsula (asterisco); proliferacéo discreta de vasos sanguineos (setas vermelhas). A,
B, Ce D: x50 pm.

Nos animais do grupo CAP também foi evidenciada a progressao das alteracdes degenerativas,
porém mostraram um avango mais lento e consequentemente as lesdes foram menos intensas.
Trés coelhos (60%) neste grupo apresentaram proliferacdo moderada de sinoviocitos, enquanto
0s dois (40%) restantes mostraram proliferagdo discreta destas células. Trés coelhos
apresentaram hipertrofia dos sinovidcitos no M5 enquanto nos dois coelhos restantes (40%)
observou-se hipertrofia moderada destas células.

Neste grupo também foram observados infiltrados inflamatorios durante o M5. Em trés coelhos
(60%) observou-se infiltrado linfoplasmocitico moderado, enquanto que dois (40%) foi
observada a presenca discreta desses mesmos infiltrados. Foi observada a presenc¢a de um Unico
agregado inflamatério em apenas dois animais (40%) deste grupo, enquanto nos outros trés
coelhos (60%) ndo foram observados estes infiltrados (Figura 19).

Na avaliacéo do estroma da capsula sinovial observou-se que trés animais (60%) apresentavam
hiperplasia moderada das vilosidades e dois animais (40%) hiperplasia discreta das mesmas.
Dois animais (40%) mostravam proliferacdo discreta de fibroblastos, dois (40%) proliferacéo
moderada e um (20%) proliferacdo acentuada destas células. Em relacdo a proliferacdo dos
vasos sanguineos, verificou-se que trés animais (60%) apresentavam proliferacdo discreta e
dois (40%), proliferacdo moderada dos vasos. Quando avaliada a presenca de detritos de
cartilagem ou 0sso no estroma, observou-se a presenca de poucos detritos em apenas dois
animais (40%). Também a hemosiderose s6 foi observada em dois animais (40%) do grupo
CAP (Figura 19).

Na comparagdo das médias do grupo controle e do grupo CAP no M5, encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05) nos parametros avaliados, sugerindo um efeito benéfico
do CAP sobre a intensidade das lesGes observadas durante a avaliagdo microscépica e,
consequentemente, sobre 0 avanco do processo degenerativo.

Quando foram comparadas as médias dos momentos avaliados dentro do grupo controle
observou-se algumas diferencas significativas. Comparando o M3 com 0 M4 e 0 M5 verificou-
se diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) em todos os parametros avaliados. Da
mesma forma, essa diferenca foi observada também quando comparados 0 M4 com o0 M5.

Jano grupo CAP, também foram observadas algumas diferencas estatisticamente significativas
(P<0,05) nos parametros avaliados durante os diferentes momentos. Quando comparado o M3
com o M4, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) em relacéo aos
parametros sinovidcitos e estroma sinovial; ja no parametro infiltrado inflamatério constatou-
se diferenca significativa entre esses dois momentos. Quando comparado o0 M3 com o M5,
houve diferenca significativa em todos os parametros avaliados. Entre M4 e M5, foi observada
diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) no parametro sinovidcitos, entretanto, nos
pardmetros infiltrado inflamatdrio e estroma sinovial ndo se verificou nenhuma diferenca
estatisticamente significativa.
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Figura 19. Microfotografia da avaliagdo microscopica da capsula sinovial, corada com hematoxilina e eosina, de
coelhos de ambos os grupos no momento 5 (M5). A e B grupo controle. C e D grupo CAP. A) proliferacédo
acentuada de sinovidcitos observada pela presenca de mais de quatro camadas celulares (chave vermelha);
hipertrofia acentuada dos sinovidcitos, aonde é observada a presenca de células cilindricas, algumas com projecées
citoplasmaéticas (setas pretas); presenca acentuada de agregados linfoplasmocitarios com abundantes células
inflamatorias (tridngulos pretos); hiperplasia moderada, multifocal, das vilhosidades (asterisco vermelho);
proliferacdo e hipertrofia moderada dos fibroblastos (asterisco preto); proliferacdo moderada de vasos sanguineos
(setas vermelhas); presenca de poucos detritos de cartilagem/osso (estrela preta); presenca de hemosiderose em
muitas células do estroma da capsula (setas marrons). B) proliferagdo moderada dos sinovidcitos com até quatro
camadas celulares (chave vermelha); hipertrofia acentuada dos sinoviécitos mostrando células cilindricas e com
projecdes citoplasmaticas (setas pretas); presenca acentuada de infiltrados linfoplasmocitéarios apresentando
infiltracdo difusa e muitas células inflamatorias (triangulos vermelhos); proliferacdo e hiperplasia moderada de
fibroblastos (asterisco); proliferagdo moderada de vasos sanguineos (setas vermelhas); presenca de um dnico
detrito de cartilagem/osso embebido na membrana sinovial (estrela preta); presenca de hemosiderose em poucas
células do estroma capsular (setas marrons). C) proliferacao discreta dos sinovidcitos representada por até duas
camadas de células (chave vermelha); hipertrofia moderada dos sinovidcitos, com células cilindricas (setas pretas);
presenca moderada de infiltrado linfoplasmocitario com células inflamatérias ao redor dos vasos sanguineos
(tridngulos vermelhos); presenca de um Unico agregado linfoplasmocitério (triangulo preto); proliferacdo e
hipertrofia discreta de fibroblastos (asterisco). D) proliferacdo discreta de sinoviécitos, com até duas camadas
celulares (chave vermelha); hipertrofia discreta dos sinoviécitos, apresentando células cuboidais (seta preta);
presenca discreta de infiltrado linfoplasmocitario com poucas células inflamatérias (triangulo vermelho); presenca
de um Unico agregado linfoplasmocitario (estrela preta); hipertrofia discreta das vilhosidades (asterisco vermelho);
proliferacéo e hipertrofia discreta dos fibroblastos (asterisco preto); proliferagdo moderada dos vasos sanguineos
(setas vermelhas); presenca de poucas células com hemosiderose (setas marrons).

88



3.4.2.2. Avaliacao microscopica da cartilagem articular

Os resultados da avaliagdo microscopica da cartilagem articular corada com hematoxilina e
eosina sdo apresentados na tabela 10. A figura 20 mostra a cartilagem articular do membro
esquerdo, ndo operado, sem alteracdes. As figuras 21, 22 e 23, ilustram as alteracdes observadas
na cartilagem articular dos coelhos de ambos os grupos, durante os momentos avaliados.

Tabela 10. Resultados da avaliagdo microscopica da cartilagem articular corada com hematoxilina e eosina de
coelhos de ambos os grupos nos diferentes momentos avaliados.
AVALIACAO MICROSCOPICA DA CARTILAGEM ARTICULAR

ESTRUTURA
SCORE
GRUPO CONTROLE GRUPO CAP
M3 M4 M5 M3 M4 M5
Coelho 1 0 - - 0 - -
Coelho 2 1 - - 0 - -
Coelho 3 2 - - 1 - -
Coelho 4 3 - - 1 - -
Coelho 5 4 - - 2 - -
Coelho 6 - 1 - - 0 -
Coelho 7 - 4 - - 0 -
Coelho 8 - 7 - - 2 -
Coelho 9 - 7 - - 4 -
Coelho 10 - 8 - - 4 -
Coelho 11 - - 10 - - 0
Coelho 12 - - 8 - - 5
Coelho 13 - - 8 - - 5
Coelho 14 - - 7 - - 7
Coelho 15 - 7 - 7

MédiaeSD  2,0+1,58°! 54+28881 80+1,22¢ 0,8+0,83A1 2,042,082 4 8+2 8682
DENSIDADE DOS CONDROCITOS
SCORE
GRUPO CONTROLE GRUPO CAP
M3 M4 M5 3 M4 M5

Coelho 1 1

Coelho 2 1

Coelho 3 1 - -

Coelho 4 1

Coelho 5 2 - -

Coelho 6 - 1 0

Coelho 7 - 1 0

Coelho 8 - 1 - - 1 -

Coelho 9 - 2 1

Coelho 10 - 2 2

Coelho 11 - - -

Coelho 12 - -

Coelho 13 - -

Coelho 14 - -

Coelho 15 - - - - 3

Meédia e SD 1,240,447 1,440,548 3240,83°1 12+0,44”°! 0,8+0,83B2 1,8+0,83B2
FORMACAO DE AGLOMERADOS

AP wowwnNa
1
1
NN PR

SCORE
GRUPO CONTROLE GRUPO CAP
M3 M4 M5 M3 M4 M5
Coelho 1 1 - - 1 - -
Coelho 2 1 - - 1 - -
Coelho 3 1 - - 1 - -
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Coelho 4 1 - - 1 - -
Coelho 5 1
Coelho 6 -
Coelho 7 -
Coelho 8 -
Coelho 9 -
Coelho 10 -
Coelho 11 -
Coelho 12 - -
Coelho 13 - -
Coelho 14 - -
Coelho 15 - - 3 - - 2
Média e SD 1,0+£0,0A  2,0+0,7! 2,2+0,83%' 1,0£0,0A' 0,440,545 1,6+0,5452
ABC | etras diferentes nas colunas indicam diferencga significativa (P<0,05) nos momentos avaliados DENTRO
de cada grupo.
12:Numeros diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) nos momentos avaliados ENTRE os
grupos.

FWNNN -
1
1

I PP OOO
1

WNN
1
1
NNNEFE -

Na avaliacdo microscopica no M3, foram observadas diversas alteracBes decorrentes do
processo degenerativo em ambos os grupos. As principais alteragdes observadas nesse
momento foram irregularidades na superficie articular, incluindo fissuras e erosdo das camadas
superficiais da cartilagem, diminuicdo da densidade dos condrocitos e formacdo de
aglomerados de condrdcitos (Figura 21).
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Figura 20. Microfotografia da cartilagem articular de coelhos saudaveis corada com hematoxilina e eosina. A)
superficie articular do fémur lisa e sem alteragdes evidentes (chave azul); diferentes zonas da cartilagem articular:
zona superficial (chave preta), zona intermedia (chave marrom), zona profunda (chave azul escura). Ndo ha um
limite definido entre estas trés zonas. Tidemark (seta preta); cartilagem calcificada (C.C.) B) Superficie articular
da tibia lisa e sem alteragdes evidentes (chave azul); organizag¢do dos condrdcitos dentro da cartilagem articular;
na zona superficial é possivel observar condrdcitos pequenos e em poucas camadas (estrela preta), na zona
intermédia a densidade dos condrécitos é maior, 0s mesmos sdo de maior tamanho e se organizam em fileiras
(chave preta) e na zona profunda a densidade e o tamanho diminuem, porem a organizacéo é similar & observada
na zona intermédia (asterisco). Na cartilagem calcificada, que serve de ancoragem ao 0sso subcondral, observa-se
condrécitos com menor tamanho e maior densidade, distribuidos uniformemente pelo estroma do tecido (chave
vermelha). Zona de transi¢do/unido entre a cartilagem calcificada e 0 0sso subcondral (estrela vermelha). A e B:
x100 pm.

Neste momento, os animais do grupo controle mostravam lesdes de maior intensidade quando
comparados com os animais do grupo CAP. Observou-se nos coelhos do grupo controle, que
um animal (20%) ndo apresentou irregularidades ao longo da superficie articular, um animal
(20%) apresentou irregularidades na superficie articular, um animal (20%) apresentou fissuras
em menos de 50% da superficie articular, um animal (20%) apresentou fissuras em mais de 50%
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da superficie articular e um animal (20%) apresentou eroséo de um terco da cartilagem articular
em menos de 50% da superficie articular (Figura 21).

Quatro animais do grupo controle (80%), no M3, apresentaram diminui¢do focal da densidade
celular, enquanto um deles (20%) apresentou diminuicdo multifocal na densidade celular. Foi
observado também em todos os animais deste grupo (100%) a formacdo de menos de quatro
aglomerados de condrdcitos (Figura 21).

Nos animais do grupo tratado com o CAP observou-se também lesdes decorrentes da ruptura
do LCCr. Neste grupo verificou-se que dois animais (40%) apresentavam uma superficie
articular lisa, em dois animais (40%) observou-se a presenca de irregularidades da superficie
da cartilagem articular e em um animal (20%) havia fissuras em mais de 50% da superficie
articular. Nenhum animal neste grupo, no momento avaliado, apresentou erosdo da cartilagem
articular (Figura 21).

No grupo CAP, trés animais (60%) ndao mostravam diminuicdo na densidade celular dos
condrécitos. Apenas em um animal (20%) verificou-se uma diminuicdo focal na densidade
celular de condrécitos e, em um animal (20%) diminuicdo multifocal na densidade celular.
Neste grupo também foi observada a formacéo de agregados de condrécitos, sendo que todos
o0s animais do grupo (100%) apresentaram formacéo de menos de 4 aglomerados de condrocitos
(Figura 21).

Quando comparadas as médias de ambos os grupos no M3, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os tratamentos, embora os animais do grupo CAP
apresentaram melhores escores durante a avaliacdo em relacdo a estrutura da cartilagem.

91



e P

Figura 21. Microfotografia da cartilagem articular de coelhos de ambos o0s grupos corada com hematoxilina e
eosina no momento 3 (M3). A e B grupo controle. C e D grupo CAP. A). superficie articular lisa, com praticamente
nenhuma irregularidade (chave preta); fissura na cartilagem articular em menos do 50% da cartilagem articular
(seta preta); diminuicdo multifocal da densidade celular dos condrocitos (estrela preta). B) superficie articular com
irregularidades, fissuras em mais de 50% da superficie articular e erosdo em 1/3 da cartilagem articular (chave
preta e setas pretas); diminui¢do focal da densidade dos condrécitos (estrela preta). Observa-se também uma
alteracdo na organizacao e disposicao dos condrdcitos nas diferentes zonas. Formacao de menos de 4 aglomerados
de condrdcitos (asteriscos). C). superficie articular com irregularidades, porém sem fissuras e sem eroséo (chave
preta); diminui¢do multifocal da densidade dos condrdcitos (estrela preta); formacdo de menos de 4 aglomerados
de condrdcitos (asteriscos). D). superficie articular lisa, sem irregularidades, fissuras ou erosdo (chave preta);
densidade celular preservada (estrela preta). Nao foi observada formacgdo de aglomerados de condrdcitos nessa
imagem. A organizacdo dos condrdcitos e o tamanho dos mesmos nas imagens dos coelhos do grupo CAP
permanece sem alteracdes. A, B, C e D: x50 pum.

No M4, 30 dias ap0s a reconstituicdo do LCCr, observou-se 0 avango das alterages decorrentes
do processo degenerativo articular, principalmente nos coelhos do grupo controle, que tiveram
lesBes mais acentuadas e de progressdo mais rapida. Dentre as principais alteracdes observadas
em ambos 0s grupos se destacam as irregularidades da superficie articular, fissuras da
cartilagem e erosao superficial e profunda da cartilagem. Adicionalmente foi observada uma
diminuicdo multifocal e confluente na densidade celular e formacdo de aglomerados de
condracitos.

Nos animais do grupo controle observou-se uma evolucdo mais rapida e com das lesdes
degenerativas na cartilagem articular mais acentuadas. Um dos coelhos deste grupo (20%)
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apresentou irregularidades na superficie articular, um animal (20%) apresentou erosdo de um
terco da cartilagem articular em menos do 50% da superficie articular, dois animais (40%)
mostraram eroséo de dois tercos da cartilagem articular em mais de 50% da superficie articular
e um coelho (20%) apresentou erosdo de profundidade completa da cartilagem articular em
menos de 50% da superficie articular (Figura 22).

Além das alteracfes na estrutura da cartilagem articular no M4, foi também observado nos
coelhos do grupo controle, alteracdes na densidade celular e na formacéo de aglomerados. Dois
animais deste grupo (40%) apresentaram diminuigéo focal na densidade celular da cartilagem,
enquanto trés animais (60%) apresentaram diminui¢do multifocal da densidade celular. Um dos
animais (20%) apresentou formacgédo de menos de 4 aglomerados, trés animais (60%) formacéo
de mais de quatro e menos de 8 aglomerados e um coelho (20%) apresentou formacao de mais
de 8 aglomerados de condrdcitos (Figura 22).

No grupo CAP, no M4, também foi observada a progressdo das alteracfes degenerativas na
articulacdo, porém essa progressao foi mais lenta quando comparada com os animais do grupo
controle e as lesdes apresentaram-se em menor intensidade. Dois animais (40%) do grupo
apresentaram uma superficie articular lisa, sem irregularidades, um animal (20%) apresentou
fissuras em menos de 50% da superficie articular e dois animais (40%) apresentaram erosao em
um terco da cartilagem articular em menos de 50% da superficie articular. Nenhum animal deste
grupo apresentou erosdo completa da cartilagem articular neste momento (Figura 22).

Em relacdo as outras variaveis avaliadas microscopicamente no M4, no grupo CAP, foram
observadas também alteragdes sugestivas da progressdo da OA. Dois coelhos (40%)
apresentaram densidade celular normal, dois animais (40%) apresentaram diminuicéo focal na
densidade celular e um animal (20%) apresentou diminui¢do multifocal na densidade celular da
cartilagem articular. Em trés animais (60%) do grupo ndo foi observada a formacdo de
aglomerados de células e os dois restantes (40%) apresentaram formacdo de menos de quatro
aglomerados de condrdcitos (Figura 22).

Quando comparadas as médias de ambos os grupos no M4, observou-se diferencas
estatisticamente significativas (P<0,05) em todos os parametros avaliados nesse momento.
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Figura 22. Microfotografia da cartilagem articular de coelhos de ambos os grupos corada com hematoxilina e
eosina no momento 4 (M4). A e B grupo controle. C e D grupo CAP. A) superficie articular irregular (chave preta);
erosdo profunda da superficie da cartilagem articular em menos do 50% da superficie (seta preta); diminuicéo
multifocal na densidade dos condrdcitos nas diferentes zonas da cartilagem articular (estrelas pretas) observa-se
também desorganizacdo dos condrécitos; formacao de mais de quatro e menos de oito aglomerados de condrécitos
(asteriscos). B) superficie articular com irregularidades (chave preta) e fissura em menos de 50% da superficie
articular (seta grossa); erosao em um terco da cartilagem articular em menos do 50% da superficie (seta fina);
diminuicdo focal na densidade dos condrdcitos na zona intermédia e profunda da cartilagem (estrelas pretas);
formacdo de menos de quatro aglomerados de condrécitos (asteriscos). C) superficie articular lisa, sem
irregularidades (chave preta); discreta diminui¢do focal de condrdcitos na zona intermédia e profunda da
cartilagem (estrela preta); formacéo de menos de quatro aglomerados de condrdcitos (asteriscos). D) superficie
articular irregular (chave preta) com fissuras em menos de 50% da superficie articular (seta grossa) e erosdo de
um terco da cartilagem articular em menos de 50% da superficie articular (setas finas); densidade de condrdcitos
normal (estrelas pretas) e sem formacéo de agregados de condrocitos.

No M5 a evolucdo das lesbes degenerativas foi mais evidente e com lesdes mais intensas nos
coelhos do grupo controle quando comparados com os coelhos do grupo CAP. Dentre as
principais alteracdes, foram observadas erosdo de profundidade completa da cartilagem,
inclusive até o 0sso subcondral, diminuicdo multifocal, confluente e difusa dos condrdcitos e
formacdo de aglomerados.

Os animais do grupo controle mostraram uma progressao mais rapida das les6es degenerativas.
No M5, um dos animais (20%) deste grupo mostrou lesdes intensas com erosao de profundidade
completa na cartilagem, comprometendo inclusive a cartilagem calcificada e o0 0sso subcondral
em menos de 50% da superficie articular, dois animais (40%) apresentaram erosdo de
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profundidade completa na cartilagem articular em menos de 50% da superficie articular e os
outros dois coelhos (40%) apresentaram erosdo de dois tercos da cartilagem articular em mais
de 50% da superficie articular (Figura 23).

Neste grupo, no M5, também foram observadas alteracdes na densidade celular e foi verificada
a formacdo de varios aglomerados. Um animal (20%) apresentou diminuicdo multifocal na
densidade celular, dois animais (40%) apresentaram diminuicdo multifocal e confluente na
densidade celular e dois coelhos (40%) mostraram diminuicéo difusa da densidade celular na
cartilagem articular. Um coelho (20%) mostrou formacdo de menos de 4 aglomerados, dois
coelhos (40%) apresentaram mais de 4, porém menos de 8 aglomerados celulares e os dois
restantes (40%) mostraram formacao de mais de 8 aglomerados de condrécitos (Figura 23).

Nos animais do grupo tratado com CAP no M5, também ficou evidenciada a progressao do
processo degenerativo. Embora as les6es tenham avancado, elas tiveram menor intensidade do
que as observadas nos animais do grupo controle. Nenhum animal deste grupo apresentou
exposicdo do osso subcondral. Um animal deste grupo (20%) apresentou a superficie articular
lisa e sem fissuras, dois animais (40%) apresentaram erosdo em um terco da cartilagem articular
em mais de 50% da superficie articular e dois animais (40%) apresentaram erosao de dois ter¢os
da cartilagem articular em mais de 50% da superficie articular.

AlteracGes na densidade celular da cartilagem e na formacdo de aglomerados de condrdcitos
também foram observadas nos coelhos do grupo CAP. Dois coelhos (40%) apresentaram
diminuicdo focal na densidade celular, dois coelhos (40%), diminuicdo multifocal na densidade
dos condrocitos e um coelho (20%) apresentou diminuicdo multifocal e confluente na densidade
celular. Neste grupo, em dois animais (40%) foram observados menos de quatro aglomerados
celulares e nos outros trés coelhos (60%) observou-se entre quatro e oito aglomerados de
condracitos (Figura 23).

Quando comparados os valores das médias de ambos os grupos no M5, foram observadas
diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) em todos os parametros avaliados, sugerindo
novamente um efeito benéfico do CAP na articulacdo dos coelhos que receberam este produto,
caracterizado por um avango mais lento das alteracdes degenerativas e uma menor intensidade
das mesmas.

Quando comparadas as médias dentro do grupo controle, observou-se diferenca
estatisticamente significativa nos valores da estrutura e da densidade celular no M3, M4 e M5.
No parametro de formacdo de aglomerados, observou-se diferenca significativa quando
comparados 0 M3 com 0 M4 e M5, porém nao houve diferenca entre 0 M4 e M5.

Comparando as médias dentro do grupo CAP, observou-se diferenca estatisticamente
significativa nos pardmetros estrutura, densidade celular e formacgéo de aglomerados no M3 em
relacdo ao M4 e ao M5. Porem, quando comparadas as medias do M4 e do M5, nédo houve
diferenga estatisticamente significativa em nenhum dos parametros avaliados.
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eosina no momento 5 (M5). A, B e C, grupo controle. D, E e F, grupo CAP. A). Superficie articular irregular
(chave preta), com fissuras discretas (setas vermelhas) e erosdo em dois tercos da cartilagem articular em menos
de 50% da superficie articular (seta preta), diminuicdo multifocal e confluente da densidade dos condrécitos na
zona intermédia (estrela preta), formacédo de mais de oito aglomerados de condrocitos. B).superficie articular lisa,
sem irregularidades nem fissuras (chave preta), presenga de erosdo de profundidade completa, incluindo a
cartilagem calcificada e o osso subcondral, em menos de 50% da superficie articular (seta preta), diminuicao
multifocal da densidade dos condrdcitos na zona intermédia e profunda (estrelas pretas), formacéo de quatro até
oito aglomerados de condrdcitos (asteriscos). C) superficie articular com algumas irregularidades (chave preta),
com fissuras em menos de 50% da superficie articular (seta vermelha) e erosdo em dois tercos da cartilagem
articular em menos de 50% da superficie articular (seta preta), diminui¢8o difusa da densidade dos condrdcitos em
todas as zonas da cartilagem articular (estrelas pretas), formagdo de menos de quatro aglomerados de condrdcitos
(asteriscos). D) superficie articular irregular (chave preta) com erosdo de um terco da cartilagem articular em mais
de 50% da superficie articular (setas pretas), diminui¢do multifocal e confluente da densidade dos condrdcitos nas
zonas intermedia e profunda da cartilagem (estrelas pretas), formacdo de menos de quatro aglomerados de
condrdcitos (condrécitos). E). superficie articular com algumas irregularidades (chave preta), presenca de fissuras
em menos de 50% da cartilagem articular (seta vermelha) e erosdo em um terco da cartilagem articular em menos
de 50% da superficie articular (seta preta), diminui¢do multifocal da densidade dos condrécitos na zona intermédia
da cartilagem (estrelas pretas), formacéo de menos de quatro aglomerados de condrdcitos (asterisco). F). superficie
articular lisa e sem irregularidades (chave preta), discreta diminuicdo focal dos condrécitos na zona intermédia
(asterisco), formagdo de menos de quatro aglomerados de condrocitos. A, B, C, D, E e F: x50 pm.

3.5. Discussao

Como esperado, observaram-se lesbes decorrentes do processo degenerativo nos animais de
ambos os grupos. Na avaliacdo macroscopica, 0s animais do grupo controle apresentaram lesdes
mais intensas no decorrer do tempo, iniciando com fissuras e erosdes superficiais e progredindo
para formacdo de ostedfitos periarticulares e erosdes profundas com exposicdo do 0sso
subcondral. Os animais do grupo CAP, tiveram lesdes mais discretas, sendo que as alteraces
foram limitadas a rugosidade e fissuras da cartilagem que evoluiram para formacdo de
ostedfitos e erosdes superficiais. Lesdes na capsula sinovial e na cartilagem séo caracteristicas
do processo degenerativo e a progressao e intensidade das lesdes no tempo aumentam com a
liberacdo de substéncias inflamatorias e degradativas (lvirico et al., 2017).

A presenca de fissuras, erosdes na cartilagem e osteofitos periarticulares em ambos 0s grupos
jaera esperada, devido a presenca da OA. A literatura (Dahlgren, 2007; Hashimoto et al., 2002)
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cita que é comum observar a formagdo de novo tecido conectivo na forma de ostedfitos
periarticulares, além das alteracdes de degradacdo da MEC da cartilagem articular. A menor
intensidade de lesdes no grupo CAP, principalmente nos momentos mais tardios do estudo,
sugere algum efeito benéfico do produto.

Os resultados histolégicos observados neste estudo, incluindo a presenca de fibrilacédo e erosao
da cartilagem, além da infiltracdo de células inflamatérias na membrana sinovial evidenciam
ou sugerem a acao das citocinas inflamatorias. Apds uma lesao inicial na articulacéo parte dos
condrdcitos e fragmentos da MEC séo liberados no liquido sinovial e os condrdcitos e células
da membrana sinovial comecam a produzir e sintetizar mediadores inflamatorios como
citocinas, quimosinas, fatores angiogénicos, metaloproteinases, dentre outros, que desenvolvem
um importante papel na degradacéo adicional da MEC (Ostojic et al., 2017; Martel-Pelletier et
al., 2008).

No grupo controle houve uma proliferacdo e hipertrofia dos sinovidcitos, acompanhada da
infiltracdo de células inflamatdrias. Adicionalmente, com a progressdo da OA, houve
proliferacdo de vasos sanguineos e hipertrofia dos fibroblastos, sugerindo que na medida que o
processo degenerativo avanga, a acdo das enzimas degradativas e das citocinas inflamatérias é
intensificada. Os reportes da literatura, indicam que ap6s alteracfes na bioquimica ou
biomecanica da articulacdo, a liberacdo de citocinas e enzimas degradativas acelera as les6es
que tomam lugar durante a OA (Martel-Pelletier et al., 2008).

J& nos coelhos do grupo CAP, observaram-se lesGes menos intensas na capsula e na cartilagem
articular, caracterizadas pela menor hipertrofia dos sinovidcitos e infiltrado inflamatério, pela
menor degradacdo da MEC e maior densidade dos condrocitos. O uso de produtos derivados
das plaquetas modula o processo inflamatdrio nos tecidos aonde é aplicado, além de estimular
a sintese de MEC e a diferenciacdo e proliferacdo celular (Mehrabani et al., 2019).

Nesta pesquisa e, em consonancia com outros estudos (Hunter e Eckstein, 2011), 21 dias ap6s
a ruptura do LCCr, alteracOes precoces degenerativas como sinovite, hiperemia e hipertrofia
das vilosidades, ja se faziam presentes, reafirmando mais uma vez o efeito da instabilidade
articular no desencadeamento do processo articular degenerativo. O processo degenerativo
apresenta diferencas segundo o momento evolutivo da mesma, mostrando, na fase aguda, um
processo mais tipico da inflamagéo como sinovite e hipervascularizacdo, seguido do surgimento
de ostedfitos, como observado neste estudo, com reducdo gradativa da inflamacdo na fase
cronica e manifestacdo  das alteracbes degenerativas caracterizadas pela presenca de
plasmécito na membrana sinovial e liberacdo de substdncias degradativas que causam
destruicdo da MEC (Korchi et al., 2019; Laverty et al., 2010).

Como era de se esperar, as alteracOes histologicas caracteristicas da OA estiveram presentes ao
longo do estudo em todos 0s grupos, caracterizadas principalmente pela proliferacdo celular,
neovascularizacédo e hipertrofia dos sinoviocitos, mais frequentes no grupo controle e aos 60
dias de observagdo (M5). As lesbes mais acentuadas no grupo controle ao longo do estudo
mostradas pela acentuada proliferacéo das vilosidades, dos fibroblastos, dos sinovidcitos e de
vasos sanguineos, achados frequentes e continuos nos animais deste grupo, reforcam a agéo
benéfica do CAP no grupo tratado. Mathiessen e Conaghan (2017) relatam aumento na
vascularizagdo, hipertrofia de sinoviocitos e proliferacdo dos fibroblastos, principalmente nas
fases iniciais do processo degenerativo.
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Apesar da evolucdo do processo degenerativo e da presenca de infiltrados e agregados
linfoplasmocitarios em ambos os grupos, as lesdes menos intensas nos animais do grupo CAP
sugerem que mesmo 30 dias apos a Ultima aplicacdo, ainda hé efeito favordvel do produto no
meio articular. Mathiessen e Conaghan (2017) relatam na OA, uma sinovite caracterizada pela
abundante inflamag&o acompanhada de hipertrofia e hiperplasia sinovial, como observado neste
estudo. A inflamacéo sinovial cronica, como ja citado na literatura (Bouchgua et al., 2009;
Sato et al., 2007), resulta em hiperplasia das células que revestem a membrana sinovial,
crescimento de pequenos novos vasos sanguineos e infiltracao de células inflamatorias ao redor
dos vasos sanguineos.

As lesbes como proliferacdo e hipertrofia dos sinovidcitos, infiltracdo e formacéao de agregados
inflamatdrios, hipertrofia das vilosidades e proliferacdo de fibroblastos, menos acentuadas no
grupo CAP, assemelham-se aos resultados reportados por Almasry et al., (2015) apds o uso
intra-articular de PRP em ratos com OA induzida. Os autores observaram uma camada fina de
sinovidcitos, sem infiltracdo inflamatéria e sem proliferacdo de fibroblastos. Pode-se deduzir
dos resultados um efeito benéfico do CAP, apesar da concentracdo mais baixa de plaguetas em
relacdo ao PRP.

Os achados desta pesquisa sé@o semelhantes aos reportados na literatura (Saito et al., 2009),
sendo que houve menor inflamacdo sinovial, menor hipertrofia dos sinovidcitos, menor
vascularizagdo e proliferacdo de células inflamatdrias, menor degradacdo da MEC da
cartilagem e maior densidade dos condrocitos nos animais do grupo CAP em relacdo ao grupo
controle. Em um modelo de osteoartrose experimental em ratos, Khatab et al. (2018)
observaram que depois de aplicacdes intra-articulares de PRP, 0s animais que receberam o
tratamento apresentavam uma membrana sinovial mais fina e com tendéncia a apresentar menos
lesGes da cartilagem articular.

Os produtos derivados das plaquetas tém sido frequentemente avaliados para determinar seu
efeito nas alteracdes do sistema musculoesquelético. Estudos recentes reportaram que, depois
de aplicacdes de PRP tanto in vitro quanto in vivo, as substancias liberadas pelas plaquetas,
regularam a secrecdo de outras substancias inflamatorias e degradativas por parte dos
condrdcitos e sinovidcitos (Andia e Maffulli, 2013; Van Buul et al., 2011). Os resultados desta
pesquisa mostram, 15 dias apds a primeira aplicacdo do CAP, menor inflamacdo sinovial,
acompanhada de menor vascularizagdo da membrana sinovial que se manteve ao longo do
tempo avaliado. Adicionalmente, a degradacdo da cartilagem no grupo CAP foi menor, uma
vez que a densidade dos condrdcitos e a estrutura da MEC apresentaram alteracbes minimas
gracas ao efeito regulador do CAP. Mesmo 30 dias ap0s a terceira aplicacdo o efeito favoravel
estava presente. Dos resultados surgem as perguntas sobre o tempo de duracédo deste efeito, se
ele é dependente do grau de OA, se este efeito serd permanente, uma vez que a viabilidade
celular foi melhorada pelo efeito do CAP. Sdo perguntas a serem respondidas.

As alteracbes menos acentuadas nos animais do grupo CAP, como menor grau de sinovite,
menor hiperplasia e hipertrofia dos sinoviécitos e dos condrécitos, menor inflamagdo da
membrana sinovial e menor formacdo de aglomerados dos condrécitos € devido ao efeito do
CAP. Como mencionado na literatura (Moussa et al., 2017; Pritzker et al., 2006), apds a
aplicacdo de CAP ou de PRP ocorre a liberagcdo dos grénulos contidos nas plaquetas e a
disponibilizagdo no meio, de uma série de fatores de crescimento e moléculas reguladoras
capazes de modular a sintese da MEC, diferenciagéo celular, angiogénese e outros processos
que favorecem a cicatrizagao tecidual e a reparagéo da cartilagem.
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A menor degradagcdo da MEC e menor alteracdo celular observada no grupo CAP pode ser
explicada pela acdo dos fatores de crescimento, principalmente o PDGF, que auxilia na
regulacéo da sintese da MEC, além de inibir a sintese e liberacdo de substancias inflamatdrias
como interleucinas e citocinas. Na cartilagem articular, numerosos fatores de crescimento
atuam em conjunto para regular o desenvolvimento e a homeostase da cartilagem ao longo da
vida. Estes fatores de crescimento anabolicos podem estimular a sintese de colageno,
proteoglicanos, agrecanos e colageno tipo Il, diminuindo a degradagdo do tecido (Osorio-
Carmona e Rezende, 2014, Fortier et al., 2011).

A avaliacdo histopatologica neste estudo, mostrou apds a aplicagdo de CAP, uma menor
degradacdo da MEC, manifestada por menor presenca de fissuras, de erosdes e fibrilacdo da
cartilagem articular, densidade de condrocitos similar ao normal e menor formacdo de
aglomerados, possivelmente devido & menor sintese e liberagdo de citocinas inflamatorias e de
substancias degradativas no espaco articular e na cartilagem. Liu e colaboradores (2014)
relataram que, ap6s o uso de PRP em coelhos para tratar defeitos condrais, as células da
cartilagem apresentaram maior proliferacdo, além de maior sintese da MEC e concluiram que
o PRP foi eficiente para restaurar a cartilagem danificada além de mitigar o avanco da OA.

O estudo de Saito et al. (2009) demostrou que apds aplicacdo intra-articular de PRP com
microesferas de hidrogel biodegradaveis foi possivel controlar a progressédo da OA induzida em
articulagdes de coelhos. Os autores observaram que o PRP estimulou a sintese de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos pelos condrécitos, aumentando assim a sintese da MEC.
Como observado também nesta pesquisa, a progressao da OA foi controlada apés as aplicacfes
do CAP, resultado suportado pelos achados histoldgicos, nos quais a MEC da cartilagem e a
membrana sinovial mostravam menor grau de alteracGes degenerativas.

O emprego do CAP mostrou-se eficiente para reduzir a inflamagéo, a neovascularizacdo, a
formacdo de corddes fibrosos na membrana sinovial, a fibrilacdo e erosdo da cartilagem
articular e alteracdo nos condrdcitos, como observado na avaliacéo histoldgica. Estes resultados
se assemelham ao reportado na literatura (Korchi et al., 2019; Mehrabani et al., 2019; Moussa
etal., 2017), nos quais ap6s o uso de PRP em altera¢cdes musculoesqueléticas, constatou-se um
efeito condroprotetor desse composto bioldgico, além de regular a inflamacdo e a
hipervascularizacdo em articulagcbes com OA.

Os resultados obtidos permitem inferir que o efeito do CAP vai além do alivio da dor e que este
exerce um efeito mais profundo, caracterizado pela diminuicdo do processo inflamatério, a
diminuigdo da neovascularizagéo, da fibrose, menor proliferacdo celular tanto na membrana
sinovial quanto na cartilagem articular, e menor degradacdo da MEC. Esses resultados se
assemelham aos reportados na literatura (Osorio-Carmona et al., 2017; Rezende et al., 2016;
Yin et al., 2016), onde varios autores relatam uma melhora significativa dos sinais clinicos e
moleculares da OA apds aplicacdes de produtos derivados das plaquetas

3.6. Conclusdes

Dos resultados desta pesquisa pode-se concluir que o concentrado autélogo de plaquetas tem
acdo celular benéfica sobre os tecidos articulares, com efeito que se prolonga até 30 dias apos
sua aplicacdo. O CAP se constitui, portanto numa alternativa eficiente como coadjuvante no
tratamento da OA. Mais estudos sdo necessarios para avaliar a duragdo do efeito do CAP e
seu efeito em fases mais cronicas da doenca.
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CAPITULO 4

AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA DA CAPSULA SINOVIAL E DA
CARTILAGEM ARTICULAR DE COELHOS COM OSTEOARTROSE INDUZIDA E
TRATADOS OU NAO COM CONCENTRADO AUTOLOGO DE PLAQUETAS

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar por meio da imuno-histoquimica, o efeito do concentrado
autologo de plaguetas sobre a OA induzida em coelhos e identificar a secrecdo das citocinas
interleucina 1B (IL-1P), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), da proteina morfogenéticas
Ossea 2 (BMP-2) e do fator de crescimento derivado das plaquetas AA (PDGF-AA). Foram
utilizados 30 coelhos machos, adultos jovens, saudaveis, da raca Nova Zelandia, com massa
corporal média de 3,0kg, submetidos a ruptura do ligamento cruzado cranial inducdo da
osteoartrose (OA). Aos 21 dias depois, os coelhos foram submetidos a reconstituicdo do
ligamento e foram divididos em dois grupos: grupo CAP e grupo controle com injecdo de
solucdo Ringer Lactato. As injecdes intra-articulares foram realizadas imediatamente ap6s a
reconstituicdo do ligamento, aos 15 e aos 30 dias apds a reconstituicdo. Cinco coelhos de cada
grupo foram eutanasiados aos 15 dias ap0s a reconstituicdo, outros cinco aos 30, e 0s restantes
cinco coelhos de cada grupo aos 60 dias apds a reconstituicdo. Fragmentos da capsula sinovial
e da cartilagem articular foram coletados para avaliacdo imuno-histoquimica e deteccdo de
liberagdo de citocinas inflamatorias e de fatores de crescimento. Foi observado nos animais que
receberam o CAP imunomarcacao significativamente (p<0,05) menor de interleucina 1 (IL-1p),
de fator de necrose tumoral (TNFa), da proteina morfogenética 2 (BMP-2) e maior
imunomarcacdo de PDGF na membrana sinovial quando comparados com os coelhos que
receberam Ringer Lactato. Observou-se na cartilagem dos animais que receberam o CAP
imunomarcagdo significativamente (p<0,05) menor de IL-1p e de TNFo e maior
imunomarcacao de BMP-2 e PDGF quando comparados com os animais do grupo controle. Os
resultados levam a concluir que o CAP regula a inflamacéo e a degradagdo da MEC por meio
da diminuicdo da sintese e expressdo de citocinas inflamatdrias e da liberacdo e expressao de
PDGF, fator de crescimento essencial para a regeneracao da cartilagem e para a sintese da MEC.
O CAP pode, portanto, ser empregado com seguranca e como terapia coadjuvante no tratamento
da OA.

Introducéo

A osteoartrose € uma condicdo limitante e dolorosa que leva a degeneracdo dos tecidos
articulares. Alguns fatores predisponentes como traumatismos, doencas pré-existentes e
algumas doengas infecciosas que acometem as articulacdes, podem levar a alteracdes
degenerativas na cartilagem e na cépsula articular que progridem até a perda da fungdo. A
auséncia de um tratamento eficiente para deter o avanco das lesdes ainda permanece como
desafio e baseia-se no controle das altera¢@es inflamatdrias, bem como das lesGes degenerativas
(Moussa et al., 2017).

Devido a falta de opgdes terapéuticas, diferentes pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito
de se obter um produto eficiente para deter a degradacdo da matriz extracelular dos
componentes da articulagcdo. Produtos de origem biolégico como derivados de plaquetas,
células tronco e alguns biomateriais oferecem, atualmente, as melhores alternativas e o0s
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melhores resultados, quando comparados com os produtos convencionais (Khatab et al., 2018;
Bavaresco et al., 2008).

A eficiéncia dos tratamentos disponiveis é avaliada com base na melhora dos sintomas clinicos
dos pacientes com OA. Diminuig&o da dor, da inflamagéo e melhora da funcéo das articulagdes
acometidas, encontram-se entre 0s principais parametros avaliados (Bland, 2015). Embora a
melhora dos sintomas clinicos seja de grande importancia para avaliar a eficacia dos
tratamentos, € necessario também a avaliacdo molecular dos mesmos, para melhor entender as
interaces no ambiente articular e como estes podem alterar a sintese e liberacdo das diferentes
substancias envolvidas na fisiopatologia da doenca (Kuyinu et al., 2016).

Com o avanco das técnicas moleculares e a disponibilidade de novos kits de laboratorio,
aumentou-se a possibilidade de conhecer com mais detalhes a fisiopatogenia da OA e as
moléculas envolvidas na degradacdo da MEC durante a evolugdo da doenca. O conhecimento
das principais alteracbes moleculares, inclusive nas fases iniciais da doenca, permitird
desenvolver opcdes terapéuticas mais eficazes, com base em evidéncias, facilitando assim, a
identificacdo das moléculas envolvidas na degradacdo da cartilagem e auxiliando a reconhecer
como as células do tecido respondem a estes estimulos e aos tratamentos (Kuyinu et al., 2016).

Assim, esta pesquisa teve como objetivo, avaliar por meio da imuno-histoquimica, o efeito do
concentrado aut6logo de plaquetas sobre a OA induzida em coelho e identificar se a secrecao
das citocinas interleucina 1f (IL-1pB), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), da proteina
morfogenéticas 6ssea 2 (BMP-2) e do fator de crescimento derivado das plaquetas AA (PDGF-
AA) pelos sinoviocitos e condrocitos das articulagdes acometidas é influenciada pelo
concentrado aut6logo de plaquetas.

4.1. LITERATURA CONSULTADA

A OA ¢ a desordem musculoesquelética mais comum em mamiferos, causa alteracdes graves
na deambulacéo e altos custos em tratamentos. Embora a prevaléncia da doenga seja alta e tenha
um grande impacto na saude dos animais domésticos, a fisiopatologia da doenca é pouco
conhecida, e, consequentemente, os tratamentos atualmente disponiveis sdo ineficientes para
modificar o curso da doenca (Rashid e Kwoh, 2019).

Os animais acometidos pela OA mostram degeneracdo progressiva da cartilagem articular,
formacdo de ostedfitos, remodelacdo do osso subcondral, sinovite e infiltracdo de células
inflamatdrias na capsula sinovial. As alteracdes em todos os tecidos articulares e a interacédo
entre elas, culminam perpetuando as lesbes e acelerando a progressdao da OA (Chien et al.,
2020).

A membrana sinovial contém células residentes tais como macréfagos, fibroblastos,
sinovidcitos, células de muasculo liso, alguns poucos vasos sanguineos e algumas ceélulas ndo
residentes como células inflamatorias e células plasméticas. Estas células, durante a evolucdo
da OA, apresentam algumas alteracdes que ocasionam a liberacdo de mediadores inflamatdrios
que implicam na progresséo das alteracGes (Ostojic et al., 2017).

As principais alteragdes observadas durante o processo degenerativo s&o mediadas pelos
sinovidcitos, fibroblastos da membrana sinovial, condrocitos e por células inflamatdrias que
chegam ao local ap6s o inicio das lesbes (Malfait, 2016). A interacdo entre as substancias
inflamatdrias, e as vias de sinalizacdo que regulam a sintese dessas moléculas, causam um
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aumento na regulagcdo de colagenases, agrecanases e outras substancias que induzem um
aumento na regulacdo dos genes que codificam proteinas capazes de degradar a MEC da
cartilagem (Haslauer et al., 2013).

As citocinas inflamatorias, dentre elas a familia de interleucina 1, estdo diretamente associadas
com a imunidade inata e com os processos inflamatorios. A principal citocina dessa familia é a
IL-1P. Esta molécula desenvolve um papel fundamental na resposta inflamatéria local e em
respostas sistémicas agudas. Adicionalmente, essa molécula estimula a secrecdo de outras
citocinas pro-inflamatdrias como o TFN-a. Altos niveis dessas citocinas estdo associados com
danos teciduais e refletem a gravidade da inflamac&o. A expresséo de altos niveis de IL-1p pode
ser encontrada na membrana sinovial, na cartilagem, no osso subcondral e no liquido sinovial
de pacientes com OA (Chien et al., 2020; Nasi et al., 2017; Wojdasiewicz et al., 2014).

Outras moléculas importantes na fisiopatologia da OA sdo as chamadas proteinas
morfogenéticas Gsseas. Essas proteinas fazem parte da superfamilia do TGF-B e participam
ativamente do desenvolvimento de alguns érgdos. Recentemente, as BMP’s tém sido
empregadas em muitos estudos pré-clinicos e clinicos para explorar seu potencial osteoindutivo
e condrogénico em modelos animais e doengas humanas. Particularmente A BMP-2 e a BMP-
7 tem recebido especial atencdo devido aos seus efeitos favoraveis no tratamento de defeitos
0sseos e da cartilagem (Scarfi, 2016).

As BMP’s, principalmente a BMP-2, podem regular a diferenciacdo e proliferacdo de
osteoblastos e condrdcitos. Essa proteina pode induzir a formagdo de cartilagem e 0sso de
acordo com a sua concentracdo no tecido. Embora as proteinas morfogenéticas tenham efeitos
benéficos sobre os tecidos articulares e possam induzir a diferenciacdo celular, tem sido
reportado também alguns efeitos deletérios dessa molécula, principalmente quando em altas
doses. Dentre os principais efeitos tem sido relatado uma acentuada resposta inflamatéria local
e a formacdo dssea heterotdpica, o que poderia induzir a degradacéo da cartilagem e a formacao
de ostedfitos em articulacdes com OA (Katagiri, e Watabe, 2020; Scarfi, 2016).

Além das citocinas inflamatorias e das BMP’s, outras substancias importantes durante o
processo degenerativo e que interagem com os tecidos articulares, séo os fatores de crescimento,
gue possuem a capacidade de estimular a angiogénese, proliferacdo e diferenciacdo celular,
mitogénese, quimiotaxia, dentre outras caracteristicas. Os principais fatores de crescimento
envolvidos no metabolismo celular sdo o PDGF, o TGF, o VEGF, o FGF e o IGF (Broughton
Il etal., 2006).

Dentre os fatores de crescimento, recebe atencéo especial, o PDGF, secretado pelos granulos
das plaguetas e por algumas células como macrofagos, condrocitos, sinoviocitos e fibroblastos.
Esse fator de crescimento em particular, é capaz de estimular a proliferacédo e diferenciacéo de
condracitos e atua dentro das articulagdes estimulando a sintese da MEC e a sintese de colageno
e proteoglicanos (Ornetti et al., 2016; Werner e Grose, 2003).

Como observado por meio de analises imuno-histoquimicas, durante as fases iniciais da OA
tem-se maior infiltracdo de células inflamatdrias, maior proliferacdo de vasos sanguineos e
maior nimero de celulas produzindo citocinas inflamatorias (Benito et al., 2005).

Outras pesquisas que avaliaram a expressao de substancias inflamatdrias na cartilagem e no
liquido sinovial de articulagdes de coelhos com osteoartrose induzida, comprovaram que 0s
condrécitos podem expressar a IL-1p e a MMP-13 12 semanas ap0s 0 inicio do processo
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degenerativo e que, estas mesmas citocinas podem estar presentes no liquido sinovial
perpetuando as lesdes (Huang et al., 2017).

Devido a falta de tratamento eficiente para as lesdes degenerativas articulares, tem sido
desenvolvidas algumas alternativas bioldgicas baseadas na terapia celular e regenerativa.
Dentre essas opcdes, 0s concentrados de plaquetas se destacam como uma nova alternativa,
pois possui altos niveis de fatores de crescimento e outras substancias capazes de modular o
processo de regeneracao (Kon et al.,2010).

Considerando isto, os produtos derivados das plaquetas podem ser eficientes para controlar a
inflamacdo sinovial e a degradacdo da cartilagem, uma vez que podem diminuir a sintese e
liberacdo de substancias inflamatorias que estimulam a degradacdo da cartilagem (Kon et al.,
2010).

4.2. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais sob 0 n° 63/2014.

Foram usados 30 coelhos da raca Nova Zelandia, adultos jovens, machos com massa corporal
média de 3,0 kg fornecidos pela fazenda experimental Prof. Hélio Barbosa da UFMG. O critério
de inclusdo dos animais na pesquisa foi seu estado geral saudavel e auséncia de alteracdes no
sistema locomotor (o0ssos, articulagdes, musculos, tendBes) confirmados mediante avaliagdo
fisica, hemograma e bioquimica sanguinea, exame ortopédico e radiografico nas incidéncias
craniocaudal e médio lateral.

Os animais foram alojados no Centro Experimental do Hospital Veterinario departamento da
UFMG em salas adaptadas com gaiolas individuais de tamanho 60 cm x 60 cm x 37 cm com
acesso a agua ad libitum e alimentacdo duas vezes por dia de acordo as necessidades
nutricionais especificas.

Os coelhos foram divididos em dois grupos de 15 animais cada. Os animais do grupo |
constituiram o controle e receberam injecGes intra-articulares de 0,5 mL de solucdo Ringer
Lactato e os animais do grupo Il constituiram o tratamento e receberam injecBes intra-
articulares de 0,5 ml de CAP numa concentracdo de 1,5 a 2,5 vezes os niveis basais. Cada
coelho foi submetido a uma avaliacdo artroscopica da articulagdo FTP seguida da ruptura do
LCCr (M1) para desencadear o processo degenerativo. Aos 21 dias (M2) os coelhos foram
novamente submetidos a avaliacdo artroscdpica seguida da estabilizacdo da articulagdo FTP
com auto enxerto de fascia lata e aplicacdo de CAP ou solucdo de Ringer Lactato segundo o
tratamento estabelecido. Quinze dias ap0s a reconstitui¢cdo do LCCr (M3), foi feita uma nova
artroscopia exploratoria, seguindo-se imediatamente a segunda aplicacdo de CAP nos animais
de ambos os grupos. Neste momento, 15 dias apés a aplicacdo de CAP, cinco coelhos de cada
grupo foram eutanasiados, para coleta de material para a avaliacdo imuno-histoquimica. Aos
30 dias ap0s a reconstituicdo do ligamento (M4), foi feita a artroscopia seguida da ultima
aplicacdo de CAP. Cinco coelhos de cada grupo foram eutanasiados para a avaliagédo imuno-
histoquimica aos 30 dias de estudo. Aos 60 dias apos a reconstitui¢do do ligamento (M5), foi
feita a ultima avaliacéo artroscopica nos coelhos restantes, seguindo-se a eutansia dos mesmos
para a avaliagdo imuno-histoquimica. Imediatamente apds a eutanasia dos animais, foram
coletados fragmentos da capsula sinovial, seguindo-se a fixagdo em formol tamponado 10% até
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as respectivas andlises. Fragmentos da cartilagem foram também coletados e congelados a -
80°C até as respectivas analises.

Antes de cada intervencao, foi feita a medicacdo pré-anestesica, que consistiu-se da aplicacdo
de midazolam (Cristélia, Brasil) e metadona (Cristalia, Brasil) na dose de 1 mg / kg por via
intramuscular, na inducdo da anestesia usou-se 15 mg / kg de cetamina e blogueio anestésico
dos nervos ciatico e femoral com lidocaina (Cristalia, Brasil) sem vasoconstritor na dose de 5
mg / kg e a anestesia foi mantida com isoflurano. As frequéncias cardiaca e respiratoria, pressao
arterial e gases sanguineos foram monitorados. A analgesia pos-operatoria foi feita com
tramadol (Teuto-Cristalpharma, Brasil), na dose de 1 mg / kg por via subcutanea a cada 12
horas por trés dias, a terapia anti-inflamatoria com meloxicam (Ourofino, Brasil) na dose de 0,2
mg / kg por via intramuscular a cada 24 horas durante trés dias ap0s a secdo e a
antibioticoterapia com cefalexina na dose de 30 mg / kg a cada 12 horas durante cinco dias. O
mesmo tratamento foi realizado apos estabilizacdo articular aos 21 dias e depois de cada
artroscopia exploratoria. A terapia profilatica com cefalexina (Aspen-Pharma, Brasil) na dose
de 30 mg / kg por via intravenosa foi administrada trinta minutos antes da estabilizacdo articular
e a dosagem foi repetida duas horas ap0s a cirurgia.

O sacrificio dos animais foi realizado conforme a recomendacéo da equipe de anestesiologistas
do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG. Sob anestesia inalatéria, foi
injetado pela via intravenosa 10 ml de propofol seguidos de 10 ml de cloreto de potassio. Foi
constatado o 6bito na visibilizacdo dos parametros vitais no monitor do aparelho de anestesia e
pela ausculta cardiaca.

4.2.1. Processamento das amostras e analise imuno-histoquimica

Para a analise imuno-histoquimica foram utilizados os anticorpos primarios anti-PDGF AA
(ab9701, abcam. 1:250), anti-TNF-o (TFN706-V2903, bioreagents. 1:250), anti-IL-f1
(PAA563Rb51, cloud-clone corp. 1:250), anti-BMP-2 (ab6285, abcam. 1:200) para se
determinar a expressdo dessas citocinas na superficie da cartilagem articular e na membrana
sinovial dos coelhos.

Os tecidos utilizados como controle positivo e negativo durante o processamento variaram
dependendo do anticorpo utilizado. Como controle positivo, foram utilizados fragmentos de
pele para 0 PDGF AA, tumor mamario para 0 TNF-a, pancreas para a IL-1p e pulmao para a
BMP-2.

Apos a coleta das amostras, o tecido foi processado rotineiramente conforme o protocolo do
laboratdrio de histopatologia e imuno-histoquimica da Escola de Veterinaria da UFMG. Os
fragmentos foram dispostos no histotécnico (LEICA ASP300 S) e submersos uma hora no
alcool 70%, seguido de uma hora no alcool 80%, mais uma hora no alcool 90%, duas horas no
alcool absoluto, 30 minutos no xilol e finalmente 30 minutos na parafina. Depois desse processo
os fragmentos foram emblocados em parafina e cortados em microtomo (LEICA RM2245)
numa espessura de 5 pm. Os cortes foram montados em laminas polarizadas para imuno-
histoquimica para posterior processamento.

As laminas obtidas foram entdo dispostas na estufa (FANEM 502C) a 60°C durante 20 minutos
para diminuir a quantidade de parafina, foram posteriormente submersas durante 15 minutos
em xilol I, 10 minutos no xilol 11, 5 minutos no alcool absoluto I, 5 minutos no alcool II, 5
minutos no alcool 90%, 5 minutos no alcool 80%, 5 minutos no alcool 70%, sendo em seguida
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submersas por 10 minutos na dgua destilada. Depois da hidratacdo do tecido procedeu-se a
recuperacdo antigénica, para isso, as laminas foram dispostas na panela de vapor a 98°C
submersas em solucdo tampéo citrato pH 6,0 durante uma hora. Apds este tempo, deixou-se
esfriar as 1aminas a temperatura ambiente durante 30 minutos. Em seguida as laminas foram
lavadas trés vezes com solucédo de PBS pH 7,0, seguindo-se o bloqueio da peroxidase endogena.
Para isso, preparou-se uma solucdo de peroxido de hidrogénio (1,5 ml de perdxido de
hidrogénio em 3,5 ml de PBS estéril) e cobriu-se o tecido nas ldminas com a solucao preparada
durante 40 minutos. Depois deste periodo, foram feitas trés lavagens com PBS e as laminas
foram secadas. O passo seguinte consistiu no bloqueio das rea¢des inespecificas, para o qual
foram adicionados 0,5 g de leite em p6 a 20 ml de PBS. A solucdo preparada foi aquecida
durante dez minutos no micro-ondas e depois o tecido foi coberto com a solucéo preparada,
deixando agir por trinta minutos em camara Umida, a temperatura ambiente. Terminado o tempo
de incubacéo, foram feitas trés lavagens com PBS. Ap0s as lavagens, o tecido foi incubado com
0 anticorpo primario especifico diluido, a ser avaliado (PDGF: diluicdo 1:250; BMP-2: 1:200;
TNF-o: 1:250; IL-1B: 1:250) em cdmara umida, durante 16 horas a 4°C. Neste momento, as
laminas controle negativo foram incubadas com solucao de PBS no lugar do anticorpo primario.
Transcorridas as 16 horas da incubacgéo, as 1d&minas foram novamente lavadas trés vezes com
PBS e o0 excesso do PBS foi retirado. Imediatamente depois foram adicionadas quatro gotas de
biotina sobre o tecido e deixou-se em incubagéo durante 20 minutos. Transcorrido esse tempo,
as laminas foram novamente lavadas trés vezes com PBS, retirou-se o excesso do mesmo e
foram adicionadas quatro gotas de avidina sobre o tecido, deixando reagir durante 10 minutos.
Em seguida os cortes foram lavados trés vezes com PBS, retirou-se 0 excesso e foram
adicionados 60 pl do cromogeno revelador DAB, deixando-o0 agir durante cinco minutos. Em
seguida as laminas foram lavadas com agua destilada e submersas na mesma solucdo durante
dez minutos. Depois da submersao na agua destilada, iniciou-se a desidratacéo do tecido, sendo
as laminas submersas em hematoxilina durante 10 segundos e lavadas na agua corrente.
Posteriormente, as laminas foram mergulhadas em alcool 70%, 80% e 90%. Seguidamente, as
l&aminas foram submersas em &lcool absoluto | durante cinco minutos, alcool absoluto 11 durante
mais cinco minutos, xilol I durante 5 minutos e em xilol 1l durante mais 5 minutos. Depois do
processamento as ldminas foram montadas e avaliadas sob microscopia de luz dptica.

Os critérios empregados para a avaliagdo imuno-histoquimica foram baseados na intensidade
da imunomarcacdo citoplasmatica observada nos condrécitos e nos sinoviécitos. Foram
consideradas unicamente as células que apresentaram coloracdo marrom citoplasmatica. A
tabela 11 ilustra os critérios considerados para avaliar a intensidade da imunomarcacao.

Tabela 11. Pardmetros considerados para a avaliagdo imuno-histoquimica dos tecidos da articulagdo fémoro-tibio-
patelar de coelhos com osteoartrose experimental tratados ou ndo com CAP durante 0s momentos avaliados.
AVALIACAO IMUNOHISTOQUICA DA CARTILAGEM E DA MEMBRANA SINOVIAL

ANTICORPO AVALIADO  CRITERIO DESCRICAO
0: normal < de 2 células marcadas por campo avaliado
L > a 2 células, porém <de 4 células marcadas por
1: discreta

campo avaliado

ANTI-IL1p . > a 4 células, porém < de 8 células marcadas por
2: moderada :
campo avaliado
3: acentuada > de 8 células marcadas por campo avaliado.
0: normal < de 2 células marcadas por campo avaliado
T > a 2 células, porém <de 4 células marcadas por
1: discreta campo avaliado
ANTI-TNF-a i > a 4 células, porém < de 8§ células marcadas por
2: moderada

campo avaliado
3: acentuada > de 8 células marcadas por campo avaliado.
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0: normal < de 2 células marcadas por campo avaliado
>a 2 células, porém <de 4 células marcadas por

1: discreta campo avaliado
ANTI-BMP2 PO , ,
) > a4 células, porém < de 8§ células marcadas por
2: moderada :
campo avaliado
3: acentuada > de 8 células marcadas por campo avaliado.
0: normal < de 2 células marcadas por campo avaliado
o > a 2 células, porém <de 4 células marcadas por
1: discreta campo avaliado
ANTI-PDGF . > a 4 células, porém < de 8 células marcadas por
2: moderada

campo avaliado
3: acentuada > de 8 células marcadas por campo avaliado.
Classificacéo realizada conforme o reportado por Xu et al., 2009.

4.3 Analises estatistica

Para as analises estatisticas foram empregados 0s seguintes testes:

e Teste de student-Newman-Kels para avaliar diferencas estatisticas entre os valores
pareados no sangue total e no CAP;

e Teste de Tukey para comparar os valores das médias entre o0 grupo controle e o grupo
CAP;

e Teste de Kruskal-Wallis para determinar a interacdo entre o grupo e o tempo de
avaliacéo;

e Teste de Friedman para determinar o efeito do tempo em cada um dos grupos.

4.4. Resultados

Os resultados da avaliagdo imuno-histoquimica sdo apresentados na tabela 12. As figuras 24 e
25 ilustram a capsula sinovial e a cartilagem articular respectivamente, sem alteracdes, com
poucas células marcadas. As figuras 26, 27 e 28 ilustram a capsula sinovial no M3, M4 e M5
respectivamente, com as células marcadas pelos respectivos anticorpos.

Nos animais do grupo controle observou-se um aumento acentuado da secregéo das citocinas
inflamatdrias ao longo dos momentos avaliados. Contrario as citocinas inflamatorias, nos
animais desse grupo, a secre¢cdo do PDGF né&o teve um aumento significativo durante os
momentos avaliados.

Ja nos animais do grupo CAP, foi observado uma tendéncia oposta a observada nos coelhos do
grupo controle. No grupo CAP verificou-se uma diminuigdo progressiva da sintese e secrecdo
de citocinas inflamatorias ao longo dos dias avaliados. Ja na avaliacdo do PDGF, foi observado
um aumento progressivo na sintese e secrecdo desse fator de crescimento por parte dos
sinovidcitos e dos condrdcitos, ajudando a diminuir a degradacdo da MEC e da inflamacéo da
capsula sinovial.
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Tabela 12. Resultados da avaliacdo imuno-histoquimica da capsula sinovial e cartilagem articular de coelhos do
grupo CAP e do grupo controle no M3, M4 e M5.
AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA
CAPSULA SINOVIAL

SCORE
ANTICORPO GRUPO CONTROLE GRUPO CAP
M3 M4 M5 M3 M4 M5
Coi'ho 0 1 2 0 0 0
Cog'ho 0 1 3 0 0 0
Coelho
ANTL 3 1 1 3 1 0 1
IL1B Coilho 1 2 3 1 1 1
Cog'ho 1 2 3 1 1 1
M%dsa © 06505441 14204451 2,840,441  0,6£0,54A1  0,4+054A1 0,640,545
Coi'ho 0 1 2 0 0 1
Cog'ho 0 1 2 0 0 1
Coelho
ANTL 5 0 1 3 1 0 1
TNF-a Coilho 1 1 3 1 1 5
Cog'ho 1 2 3 1 1 2
M‘?SdD'a € 04#054A1  12+044B1 2640541 0,640,541  0,4+0,54A1 1 4+0,44B2
Coi'ho 0 0 1 0 0 1
COZ”‘O 0 0 1 0 0 1
Coelho
ANTL 3 1 1 2 0 1 1
BMP2 Coilho 1 1 2 1 1 1
Coglho 1 1 2 1 1 2
M%dt')a € 0,6+0,54A1  0,620,54A1  1,6+0,5481 0,440,541  0,620,54A1  12+0,5481
Coi'ho 0 0 1 0 1 2
Cog'ho 0 0 1 0 1 2
Coelho
ANTL 4 0 1 1 1 2 3
PDGF Coilho 1 1 2 1 2 3
Cog'ho 1 1 2 1 3 3
Mesd[')a € 04#054A1  0,6+0,54A1 1440541  0,6+054A1  1,8+0,8382 2 6+0,54B2
CARTILAGEM ARTICULAR
SCORE
ANTICORPO GRUPO CONTROLE GRUPO CAP
M3 M4 M5 M3 M4 M5
Coi'ho 0 1 2 0 0 1
ANTI- Coelho
IL1p 0 0 1 3 0 0 1
Coelho 1 2 3 0 1 1
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3

Coi'ho 1 2 3 1 1 2
Cog'ho 1 2 3 1 1 2
Mésd[i)a ©  06:054A1  1,6+05481  2,840,44C1  04+0,54A1  0,6+0,54A2  1,4+0,5482
Coi'ho 0 2 2 0 0 1
Cog'ho 0 2 2 0 0 1
A oo 1 2 3 0 0 1
TNF-a Coilho 1 3 3 0 1 2
Cog'ho 1 3 3 1 1 2
Mésdti)a € 0,6:0,54A1  2,4:05481 2,620,548  02+0,44A1  0,4+0,54°2  1,4+0,5482
Coelho 0 1 2 0 1 1
Coelho 0 2 2 0 1 1
Ay, Coaho 0 2 2 0 2 2
BMP2 Coilho 1 5 3 1 2 5
Cog'ho 1 3 3 1 3 3
M‘?SdDia ©  04:054A1  2,0$07081 2405481  04+0,54A1 180,838  1,8+0,838
Coi'ho 1 1 1 1 2 2
Coglho 1 1 1 1 2 3
ANTL Cog'ho 1 1 2 1 2 3
PDGF Coilho 1 2 2 2 2 3
Coglho 2 2 2 2 3 3
Mésdti)a € porpaamt  LAROSA o noust 1430548 22404482 2,810,445

ABLC | etras diferentes nas colunas indicam diferencga significativa (P<0,05) nos momentos avaliados DENTRO

de cada grupo.

L2 Nmeros diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) nos momentos avaliados ENTRE os

grupos.

0: normal; 1: discreta; 2: moderada; 3: acentuada
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Figura 24. Avallagao imuno- hlstoqmmlca da capsula sinovial de coelhos com artlculagoes saudavels e sem
alteracGes (x100). A) Anticorpo anti-IL-1B: Sinovidcitos da membrana sinovial sem imunomarcagdo
citoplasmatica (setas pretas). B) Anticorpo anti-TNFa: Sinovidcitos da membrana sinovial com aparéncia normal
e sem imunomarcacao citoplasmatica (setas pretas). C) anticorpo anti-BMP2: Sinoviécitos da membrana sinovial
com imunomarcacdo normal, apresentando células sem imunomarcacdo (setas finas). D) Anticorpo anti-PDGF:
Sinovidcitos da membrana sinovial apresentando células sem imunomarcacéo (setas finas).
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Figura 25. Avaliacdo imuno-histoquimica da cartilagem articular de coelhos com articula¢des saudaveis e sem
alteragBes. (x100). A) Anticorpo anti-IL-1B: Superficie articular lisa, com condrécitos sem imunomarcagdo
citoplasmatica (setas finas). B) Anticorpo anti-TNF-o: condrocitos da zona intermedia sem imunomarcagdo
citoplasmatica (setas finas). C). Anticorpo anti-BMP2: Observa-se condrécitos das diferentes zonas articulares
com imunomarcacdo citoplasméatica normal (setas grosas) e outros sem imunomarcacdo (setas finas). D).
Anticorpo anti-PDGF: Observa-se condrdcitos da zona superficial com imunomarcacao normal (menos de duas
células marcadas por campo) (seta grossa) e outros condrdcitos sem imunomarcacao (setas finas).

Na cépsula sinovial do membro ndo operado (Figura 24), isto é, o controle, verificou-se um
tecido saudavel com imunomarcagdo normal dos anticorpos avaliados. Na cartilagem articular
do membro n&o operado, observou-se um tecido com estrutura normal, sem alteracGes e com
imunomarcagdo normal dos anticorpos avaliados. O anticorpo anti IL-1p, imunomarcado
durante processos inflamatorios, ndo foi observado na cartilagem articular. O anticorpo anti-
TNFa também nao teve imunomarcacao nas articulagdes saudaveis, como observado na figura
24. Os anticorpos BMP-2 e PDGF apresentaram pouca imunomarcagdo, como acontece em
articulagdes saudaveis.

4.4.1. Avaliacao imuno-histoquimica da céapsula sinovial

No M3 (15 dias apos a primeira aplicagdo de CAP), foram observadas alteracbes compativeis
com o processo degenerativo em ambos os grupos. A imunomarcacdo dos anticorpos foi
observada em ambos os grupos, com intensidade similar, mas as citocinas inflamatérias I1L-13
e 0 TGF-a foram secretadas pelos sinoviocitos dos coelhos do grupo controle em maior
guantidade. O PDGF e a BMP-2 foram secretadas em maior intensidade pelos sinoviécitos dos
coelhos do grupo CAP (Figura 26).
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Nos coelhos do grupo controle, observou-se na capsula articular, uma imunomarcacdo de
normal a discreta das citocinas inflamatorias, da BMP-2 e do PDGF. Quando avaliada a IL-1,
dois coelhos do grupo (40%) apresentaram menos de duas células marcadas no seu citoplasma
e 0s outros trés (60%) apresentaram de duas a quatro células marcadas. Quanto ao TNF-a,
observou-se que trés coelhos (60%) apresentaram menos de dois sinovidcitos marcados,
enquanto os dois restantes (40%) apresentaram de duas a quatro sinoviocitos marcados (tabela
12; figura 26). Observou-se na avaliagdo da BMP-2 que dois coelhos (60%) tiveram uma
imunomarcacao normal, com menos de duas células expressando a molécula e os outros trés
coelhos (60%) apresentaram uma imunomarcacao discreta, com mais de duas células, porém
menos de 4 células marcadas. Na quantificacdo do PDGF, trés coelhos (60%) apresentaram
imunomarcagdo normal, com menos de duas células marcadas e os outros dois (40%),
imunomarcacao discreta, com mais de duas, porém menos de quatro células marcadas.

Figura 26. Avaliagdo imuno-histoquimica da capsula sinovial de coelhos de ambos 0s grupos no momento 3 (M3;
x100). A, B, C e D: grupo controle. E, F, G e H: grupo CAP. I, J, K e L: cartilagem articular de coelhos do grupo
controle. M, N, O e P: cartilagem articular de coelhos do grupo CAP. A) Sinovi6citos com imunomarcagao
citoplasmaética discreta para a IL-1p (setas grosas). B) Sinovidcitos com imunomarcacao citoplasmaética discreta
para 0 TNF-a (setas grosas). C) Sinovidcitos com imunomarcagdo citoplasmatica discreta para a BMP-2 (setas
grosas). D) sinovidcitos com imunomarcagdo citoplasmética discreta para o PDGF. E) Sinovi6citos com
imunomarcacdo citoplasméatica discreta para IL-1p (setas grosas). F) sinovidcitos com imunomarcacdo
citoplasmatica normal para o TNF-a (seta grosa) e algumas células normais (setas finas). G) Sinovidcitos com
imunomarcacéo citoplasmatica discreta para a BMP-2 (setas grossas) e uma célula sem imunomarcago (seta fina).
H) Sinovidcitos com imunomarcagdo citoplasmatica moderada para o PDGF (setas grosas) e alguns sinovidcitos
sem imunomarcacdo (setas finas).

Na capsula sinovial dos coelhos do grupo CAP observou-se também imunomarcacdo
citoplasmatica normal a discreta dos sinoviocitos. Para a IL-1B, dois coelhos (40%)
apresentaram imunomarcacao citoplasmatica normal, enquanto trés coelhos (60%)
apresentaram imunomarcacao citoplasmatica discreta. Para 0 TNF-a, dois coelhos (40%)
apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica normal e os outros trés coelhos (60%)
apresentaram imunomarcacdo citoplasmética discreta. Na avaliacdo da BMP-2, observou-se
que trés coelhos (60%) apresentaram imunomarcacao citoplasmatica normal e dois coelhos
(40%) apresentaram imunomarcacao citoplasmatica discreta. Para o PDGF, dois coelhos (40%)
apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica normal e os trés restantes (60%) tiveram
imunomarcacao citoplasmatica discreta (tabela 12; figura 26).
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Quando comparadas as medias dos valores obtidos em ambos 0s grupos, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas, porem os coelhos do grupo CAP apresentaram
melhores escores em todos os anticorpos avaliados.

No M4 (30 dias apos a segunda aplicagdo de CAP), foi evidenciado o aumento na expressdo
celular dos diferentes anticorpos avaliados em ambos os grupos. Foram registrados aumento na
secrecdo da IL-1p e do TNF-a nos coelhos de ambos 0s grupos, porém a presenca dessas
substancias foi significativamente maior nos coelhos do grupo controle. A BMP-2 e 0 PDGF
apresentaram niveis de secrecdo similares aos observados no M3 nos coelhos do grupo controle
enguanto houve um aumento significativo dessas duas moléculas nos coelhos do grupo CAP.
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Figura 27. Avaliagdo imuno-histoquimica da capsula sinovial de coelhos de ambos 0s grupos no momento 4 (M4;
x100). A, B, C e D: grupo controle. E, F, G e H: grupo CAP. A) sinovidcitos e alguns fibroblastos com
imunomarcacdo citoplasmatica moderada para IL-1p (setas grosas) e alguns fibroblastos e sinoviécitos sem
imunomarcacdo (setas finas). B) Sinovidcitos e macréfagos com imunomarcagdo citoplasmética e extracelular
moderada para 0 TNF-a (setas grosas) e alguns sinovidcitos sem nenhuma imunomarcagdo (setas finas). C)
Sinovidcitos com imunomarcacdo citoplasmatica discreta para a BMP-2 (setas grosas) e alguns sinovidcitos sem
imunomarcacéo (setas finas). D) Sinovidcitos, fibroblastos e macréfagos com imunomarcacéo citoplasmatica e
extracelular discreta para o PDGF (setas grosas). E) fibroblasto e macréfago com imunomarcagdo citoplasmatica
e extracelular normal para a IL-1P (setas grosas) e alguns macrofagos e sinoviocitos sem imunomarcacdo (setas
finas). F) Sinoviocitos com imunomarcacdo citoplasmatica discreta para 0 TNF-a (setas grosas) e alguns
sinovidcitos sem imunomarcagao (setas finas). G) Sinovidcitos e fibroblastos com imunomarcacéo citoplasmatica
discreta para a BMP-2 (setas grosas) e alguns sinovidcitos e fibroblastos sem imunomarcacéo (setas finas). H)
Sinovidcitos e fibroblastos com imunomarcacédo citoplasmatica acentuada para o PDGF (setas grosas) e alguns
fibroblastos sem imunomarcagéao (setas finas).

Nos coelhos do grupo controle, no M4, foi verificado um aumento na excrec¢do da IL-1p e do
TNF-0, enquanto a BMP ¢ o PDGF mantiveram os niveis de secre¢do constantes, indicando
que nos animais deste grupo, o processo inflamatorio e degenerativo continuou avangando, e a
excrecdo de fatores de crescimento se manteve baixa. Para a IL-1pB, foi observado que trés
coelhos (60%) tiveram imunomarcacao citoplasmatica discreta nos sinovidcitos e fibroblastos,
enquanto dois coelhos (40%) apresentou imunomarcacdo citoplasmatica moderada nessas
células. Na avaliacdo do TNF-a, foi observado que quatro coelhos (80%) apresentaram
sinoviocitos e fibroblastos com imunomarcagdo citoplasmatica discreta e um coelho (20%)
apresentou imunomarcacdo citoplasmatica moderada. Para a BMP-2 foi observado em dois
coelhos (40%) imunomarcacao citoplasmatica normal e, nos trés coelhos (60%) restantes
imunomarcacao citoplasmatica discreta. Ja para o PDGF, dois animais do grupo (40%) tiveram
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imunomarcacdo citoplasmatica e extracelular normal, enquanto trés animais (60%)
apresentaram imunomarcacao citoplasmatica e extracelular discreta (Figura 27).

Nos coelhos do grupo CAP, no mesmo momento, evidenciou-se uma diminui¢cdo na secrecdo
das citocinas inflamatdrias IL-1p e TNF-a por parte dos sinovidcitos, fibroblastos e macrofagos
da cépsula sinovial, enquanto a BMP-2 e o PDGF apresentaram aumentos significativos da
secrecdo. Para a IL-1p, observou-se imunomarcagdo citoplasmatica e extracelular normal em
trés coelhos (60%), enquanto dois (40%) coelhos mostraram imunomarcacao citoplasmatica e
extracelular discreta. observou-se que trés coelhos (60%) apresentaram imunomarcagédo
citoplasmatica normal para o TNF-a, enquanto dois (40%) apresentaram imunomarcagao
citoplasmatica discreta. Na avaliacdo da BMP-2, foi observado que dois coelhos (40%)
apresentaram imunomarcacao citoplasmatica normal, enquanto trés coelhos (60%)
apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica discreta. Quanto ao PDGF, dois coelhos (40%)
apresentaram imunomarcacao citoplasmatica e extracelular discreta, dois (40%) apresentaram
imunomarcacao citoplasmatica e extracelular moderada e um coelho (20%) apresentou
imunomarcacao citoplasmatica e extracelular acentuada (Figura 27).

As médias obtidas entre os grupos no M4, mostraram diferenca estatisticamente significativa
somente na expressdo de PDGF. Para os demais anticorpos avaliados, ndo foi observada
nenhuma diferenca estatistica.
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Figura 28. Avaliagdo imuno-histoquimica da capsula sinovial de coelhos de ambos 0s grupos no momento 5 (M5;
x100). A, B, C e D, grupo controle. E, F, G e H, grupo CAP. A) Sinovidcitos, fibroblastos e macrofagos
apresentando imunomarcacao citoplasmatica e extracelular acentuada para a IL-1 (setas grosas) e algumas células
sem imunomarcacao (setas finas). B) Sinovidcitos e fibroblastos apresentando imunomarcacéo citoplasmatica e
extracelular acentuada para 0 TNF-o (setas grosas) e algumas célula sem imunomarcagdo (setas finas). C)
Sinovidcitos apresentando imunomarcacgéo citoplasmatica e extracelular moderada para a BMP-2 (setas grosas) e
algumas células sem imunomarcacéo (setas finas). D) Sinoviocitos e macrofagos apresentando imunomarcagao
citoplasmatica discreta para o PDGF (setas grosas) e alguns fibroblastos sem imunomarcagdo (setas finas). E)
Sinovidcitos e fibroblastos apresentando imunomarcacéo citoplasmatica discreta para a IL-1p (setas grosas) e
algumas células sem imunomarcagdo (setas finas). F) Sinoviocitos, macrofagos e fibroblastos apresentando
imunomarcacdo citoplasmatica moderada para 0 TNF-a (setas grosas) e algumas células sem imunomarcagao
(setas finas). G) Sinovidcitos, fibroblastos e macré6fagos apresentando imunomarcacao citoplasméatica moderada
para a BMP-2 (setas grosas) e algumas células sem imunomarcacéo (setas finas). H) Sinovidcitos, fibroblastos e
macrofagos mostrando imunomarcacéo citoplasmatica acentuada para o PDGF (setas grosas) e algumas células
sem imunomarcacao (setas finas).
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No M5, isto é, 30 dias da terceira e ultima aplicacdo dos tratamentos, foi observado no grupo
controle um aumento na expressdo das citocinas inflamatérias e da BMP-2. Ja para o PDGF,
néo se verificou aumento significativo da secrecdo neste tempo (tabela 12; figura 28). Houve
imunomarcagdo moderada paraa IL-1p em um animal (20%), enquanto nos outros quatro (80%)
verificou-se imunomarcacao acentuada. Para 0 TNF-a, ocorreu imunomarcacdo moderada em
dois animais (40%) e imunomarcacao acentuada nos outros trés (60%). Na avaliacdo da BMP-
2, observou-se que dois coelhos (40%) apresentaram imunomarcacao discreta, enquanto 0s
outros trés (60%) apresentaram imunomarcacdo moderada. Quanto a secre¢do do PDGF, foi
observado imunomarcacao discreta em quatro animais (80%) e moderada em um (20%).

Neste mesmo momento (M5), nos coelhos do grupo CAP, observou-se que 0s niveis das
citocinas inflamatdrias permaneceram praticamente iguais quando comparados com o M4 (30
dias de acdo do CAP), ja a BMP-2 teve um aumento discreto na secre¢do e 0 PDGF um aumento
significativo na secre¢do. Para a IL-1PB, dois coelhos (40%) apresentaram imunomarcagdo
normal e trés animais (60%), imunomarcacdo discreta. O TNF-o mostrou imunomarcacao
discreta em trés coelhos (60%) e imunomarcacdo moderada em dois (40%). J& para a BMP2,
foi observado que quatro coelhos (80%) apresentaram imunomarcacao discreta, enquanto um
unico coelho (20%) apresentou imunomarcagdo moderada. O PDGF mostrou imunomarcacao
moderada em dois coelhos (40%) e imunomarcacdo acentuada nos trés restantes (Figura 28).

Neste momento, nos coelhos do grupo controle a secrecdo de citocinas inflamatorias continuou
aumentando, o que intensificou a sinovite, a neovascularizacao e a degradacédo da MEC. Neste
grupo, a sintese e secrecdo de fatores de crescimento anabdlicos foram discretas, explicando a
pouca regeneracao do tecido.

A comparacdo entre as médias obtidas de ambos 0s grupos neste momento, mostrou diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aos anticorpos IL-1p, TNF-a e PDGF. Embora essa
diferenca ndo tenha sido observada na comparacdo entre as médias do anticorpo BMP2,
verificou-se que, quantitativamente, a secrecdo desta substancia foi menor nos coelhos do grupo
CAP.

Quando comparados os valores das médias dentro dos grupos, observou-se que no grupo
controle houve diferenca estatisticamente significativa em alguns momentos. Paraa IL-1p ¢ o
TNF-a houve diferenca estatisticamente significativa no M5 (p<0,05), quando comparado com
0 M3 e 0 M4 e diferenca significativa quando comparado o M4 com o M3 (p<0,05). Para a
BMP e o PDGF néo houve diferenca estatisticamente significativa quando comparados o0 M3
com o M4, porém quando comparado o0 M5 com os outros dois momentos avaliados, foi
possivel evidenciar uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Dentro do grupo
CAP também foi possivel observar diferencgas significativas nos momentos. Para a IL-1p ¢ o
TNFa observou-se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no M5 quando comparado
com o M3 e 0 M4, porém néo foi observada diferenca significativa (p<0,05) quando comparado
0 M3 com o M4. Para a BMP-2 ndo foram observadas diferencias estatisticamente significativas
(p>0,05) quando comparados 0 M3 e 0 M4, mas quando comparado o0 M5 com os outros dois
momentos observaram-se diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Para o PDGF foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado o M3 com o0 M4
e 0 M5, porém quando comparados 0 M4 e o M5, ndo foram observadas diferencgas
significativas (p>0,05).
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4.4.2. Avaliacdo imuno-histoquimica da cartilagem articular

Os resultados da avaliagdo imuno-histoquimica da cartilagem articular sdo apresentados na
tabela 12. As figuras 29, 30 e 31 mostram os resultados da avaliacdo da cartilagem articular no
M3, M4 e M5 respectivamente. Na avaliacdo imuno-histoquimica da cartilagem articular ficou
evidenciada como a aplicacdo do CAP pode influenciar tanto o processo inflamatorio quanto o
processo degenerativo na articulagdo. Uma menor secrecdo de citocinas inflamatorias e uma
maior secre¢do do PDGF, foram caracteristicas observadas no grupo CAP, enquanto no grupo
controle, o avanco da OA foi caracteristico nos momentos avaliados.

No momento trés, foram observadas alteragfes na cartilagem articular, evidenciando a
instauracdo da OA, causada pela liberacdo de citocinas inflamatorias. Os condrdcitos
apresentaram maior liberacdo das citocinas inflamatorias IL-1 e do TNF-o. J4 a BMP-2 e 0
PDGF apresentaram um incremento na liberacdo, como uma resposta as lesdes instauradas
(Figura 29).

Na avaliagdo da cartilagem articular nos coelhos do grupo controle, no M3, observaram-se
evidéncias associadas ao avango do processo degenerativo. Dois coelhos (40%) apresentaram
imunomarcacao citoplasméatica normal para a IL-1p e trés (60%) tiveram imunomarcacdo
citoplasmatica discreta. O TNF-o mostrou imunomarcacdo citoplasmatica normal em dois
coelhos (40%) e imunomarcacao citoplasmatica discreta nos outros trés (60%). Para a BMP-2,
trés coelhos (60%) apresentaram imunomarcagdo citoplasmatica normal e os dois restantes
(40%) apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica discreta. Ja na avaliagdo do PDGF, quatro
(80%) apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica discreta e um (20%) apresentou
imunomarcacao citoplasméatica moderada (tabela 12; figura 29).

Nesse mesmo momento (M3), nos coelhos do grupo CAP, observou-se também alteracdes
moleculares associadas a OA., Trés coelhos do grupo (60%) apresentaram imunomarcacao
normal para a IL-1p, enquanto os dois coelhos (40%) restantes, apresentaram imunomarcacéo
citoplasmatica discreta. Em quatro coelhos (80%) houve imunomarcacéo citoplasmatica normal
para 0 TNF-a, enquanto um coelho (20%) apresentou imunomarcacao citoplasmatica discreta.
Na avaliacdo da BMP-2, foi observado imunomarcacéo citoplasmatica normal em trés coelhos
(60%), enquanto os outros dois coelhos (40%) apresentaram uma imunomarcacdo discreta. Para
0 PDGF, observou-se que dois coelhos (40%) apresentaram imunomarcacgdo citoplasmatica
discreta e os outros trés coelhos (60%) apresentaram imunomarca¢do moderada (Figura 29).

Quando comparadas as médias dos valores obtidos em ambos 0s grupos ndo foram observadas

diferencgas estatisticamente significativas, porém os coelhos do grupo CAP apresentaram
melhores scores em todos 0s anticorpos avaliados.
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Figura 29. Avaliagdo imuno-histoquimica da cartilagem articular de coelhos de ambos os grupos no momento 3
(M3; x100). A, B, C e D: coelhos do grupo controle. E, F, G e H: coelhos do grupo CAP. A) condrdcitos com
imunomarcacdo citoplasmética discreta para a IL-1p (setas grosas). B) condrécitos com imunomarcacdo
citoplasmatica discreta para 0 TNF-a (setas grosas) e algumas células sem imunomarcagdo (setas finas). C).
condrécitos com imunomarcagdo citoplasmatica discreta para a BMP-2 (setas grosas) e outras células sem
imunomarcacéo (setas finas). D) condrdcitos com imunomarcagdo citoplasmatica moderada para o0 PDGF (setas
grosas) e células sem imunomarcacao (seta fina). E) condrocitos com imunomarcagéo citoplasmatica discreta para
a IL1-B (setas grosas) e um condrdcitos sem imunomarcacdo (seta fina). F) condrdcitos com imunomarcagao
citoplasmatica discreta para 0 TNF-a (setas grosas) e um condrécitos sem imunomarcacdo (setas finas). G)
condrécitos com imunomarcacdo citoplasméatica moderada para a BMP-2 (setas grosas) e condrocitos sem
imunomarcacao (setas finas). H) condrécitos com imunomarcacéo citoplasmética moderada para o PDGF (setas
grosas) e condrocitos sem imunomarcacgdo (setas finas).

No momento 4, houve aumento na secrecdo de citocinas inflamatdrias nos coelhos do grupo
controle e um discreto aumento na secre¢cdo da BPM-2 e do PDGF em relagdo ao M3. J& nos
coelhos do grupo CAP, observou-se uma diminuicdo na secre¢do de moléculas inflamatérias
na cartilagem articular e um aumento significativo na secrecdo da BMP-2 e do PDGF pelos
condracitos (Figura 30).

Nos coelhos do grupo controle, no M4, a IL-1 mostrou imunomarcacao citoplasmatica discreta
em dois coelhos (40%) e moderada em trés (60%). Para o TNF-a. foi observado imunomarcacgao
citoplasmatica moderada em trés coelhos (60%) e imunomarcacao citoplasmatica acentuada em
dois (40%). Na avaliagdo da BMP-2 verificou-se em um coelho (20%) imunomarcacgdo
citoplasmatica discreta, em trés (60%) secrecdo citoplasmatica moderada e um coelho (20%),
imunomarcacédo citoplasmatica acentuada. O PDGF mostrou imunomarcacdo citoplasmaética
discreta em trés coelhos (60%), enquanto os outros dois (40%) apresentaram uma
imunomarcacao citoplasmatica moderada (Figura 30).
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Figura 30. Avaliagdo imuno-histoquimica da cartilagem articular de coelhos de ambos os grupos durante o
momento 4 (M4; x100). A, B, C e D: coelhos do grupo controle. E, F, G e H: coelhos do grupo CAP. A) condrécitos
com imunomarcacdo citoplasméatica moderada para a IL-1p (setas grosas) e algumas células sem imunomarcacao
(setas finas). B) condrocitos com imunomarcagao citoplasméatica moderada para o0 TNF-o. (setas grossas) e algumas
células sem imunomarcacgdo (setas finas). C). condrdcitos com imunomarcacédo citoplasmatica acentuada para a
BMP-2 (setas grossas) e outras células sem imunomarcacédo (setas finas). D) condrdcitos com imunomarcagao
citoplasmatica discreta para o PDGF (setas grosas) e células sem imunomarcagdo (seta fina). E) condrécitos com
imunomarcacéo citoplasmatica discreta para a IL1-B (setas grosas) e um condrdcitos sem imunomarcagdo (seta
fina). F) condrdcitos com imunomarcagdo citoplasmatica moderada para o0 TNF-a (setas grosas) e um condrdcitos
sem imunomarcacao (setas finas). G) condrdcitos com imunomarcagdo citoplasmatica acentuada para a BMP-2
(setas grosas) e condrécitos sem imunomarcagdo (setas finas). H) condrdcitos com imunomarcagao citoplasmatica
acentuada para o PDGF (setas grossas) e condrocitos sem imunomarcagdo (setas finas).

Ja nos coelhos do grupo CAP, nesse mesmo momento (M4), a IL-1p mostrou imunomarcagado
citoplasmatica normal em dois coelhos (40%) e discreta em trés (60%). Na avaliacdo do TNF-
a foi observado que trés coelhos (60%) do grupo apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica
normal, enquanto dois coelhos (40%) apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica discreta
dessa citocina. Em relacdo & BMP-2, observou-se que dois coelhos (40%) apresentaram
imunomarcacao citoplasmatica discreta, dois coelhos apresentaram imunomarcacdo
citoplasmatica moderada e um coelho apresentou imunomarcacao citoplasmatica acentuada.
Finalmente, na avaliacdo do PDGF, quatro coelhos (80%) apresentaram imunomarcacao
citoplasmatica moderada e um coelho (20%) apresentou imunomarcacdao citoplasmatica
acentuada (Figura 30).

Quando comparadas as médias neste momento, verificou-se diferenca estatisticamente
significativa para a secrec¢do de IL-1B3, TNF-oa e PDGF. N&o houve diferenca significativa na
expressdo de BMP2.

Na avaliacdo imuno-histoquimica durante 0 momento 5 (30 dias apés a terceira aplicacdo de
CAP), observou-se a tendéncia de progressdo do processo degenerativo em ambos 0S grupos.
No grupo controle, observou-se o aumento da secrecdo das citocinas inflamatdrias avaliadas,
enquanto no grupo CAP, essas citocinas foram liberadas em menor quantidade.

O PDGF, no grupo controle, caracterizou-se por ter uma secre¢do mais discreta, enquanto no
grupo CAP, esse fator de crescimento foi secretado de forma acentuada.
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Figura 31. Avallagao imuno- hlstoqmmlca da cartilagem artlcular de coelhos de ambos 0s grupos durante 0
momento 5 (M5; x100). A, B, C e D: coelhos do grupo controle. E, F, G e H: coelhos do grupo CAP. A) condrécitos
com imunomarcacéo citoplasmatica acentuada para a IL-1p (setas grosas) e algumas células sem imunomarcacao
(setas finas). B) condrécitos com imunomarcagdo citoplasmatica acentuada para o TNF-o. (setas grosas) e algumas
células sem imunomarcacédo (setas finas). C). condrécitos com imunomarcagdo citoplasmatica acentuada para a
BMP-2 (setas grosas) e outras células sem imunomarcacéo (setas finas). D) condrdcitos com imunomarcagdo
citoplasmaética discreta para o PDGF (setas grosas) e células sem imunomarcacdo (seta fina). E) condrécitos com
imunomarcacao citoplasmaética discreta para a IL1-p (setas grosas) e outros condrocitos sem imunomarcacao (seta
fina). F) condrdcitos com imunomarcacdo citoplasmatica discreta para 0 TNF-a (setas grosas) e outros condrocitos
sem imunomarcacao (setas finas). G) condrécitos com imunomarcacdo citoplasmética acentuada para a BMP-2
(setas grosas) e condrocitos sem imunomarcagdo (setas finas). H) condrécitos com imunomarcagdo citoplasmatica
acentuada para o PDGF (setas grosas) e condrécitos sem imunomarcacao (setas finas).

Nos animais do grupo controle, no momento 5, foi evidenciada a rapida progressdo do processo
degenerativo. Neste grupo, um animal (20%) apresentou imunomarcacdo citoplasmatica
moderada, enquanto os quatro coelhos restantes (80%) apresentaram imunomarcacgao
citoplasmatica acentuada para a IL-1B. O TNF-o mostrou imunomarcacdo citoplasmatica
moderada em dois coelhos (40%) e acentuada em trés (60%). Ja na avaliacdo do BMP-2, foi
observado que trés animais (60%) apresentaram imunomarcacao citoplasmatica moderada,
enquanto dois animais (40%) apresentaram imunomarcagdo citoplasmatica acentuada.
Finalmente, na avaliacdo do PDGF, observou-se que dois animais (40%) apresentaram
imunomarcacdo citoplasmatica discreta, enquanto os trés coelhos restantes, apresentaram
imunomarcacao citoplasmatica moderada (Figura 31).

Nos animais do grupo CAP também foram observadas alteragdes compativeis com o0 avan¢o da
OA. Observou-se neste grupo, imunomarcacao citoplasmatica discreta para a IL-1B, em trés
animais (60%), enquanto os outros dois (40%) apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica
moderada. Para 0 TNF-a, foi observado que trés animais (60%) apresentaram imunomarcagao
citoplasmatica discreta, enquanto 0s dois animais restantes (40%) apresentaram
imunomarcacao citoplasmaética e extracelular moderada. Na avaliacdo da BMP-2, observou-se
que dois coelhos (40%) apresentaram imunomarcacao citoplasmatica e extracelular discreta,
dois coelhos (40%) apresentaram imunomarcacao citoplasmatica e extracelular moderada e um
coelho (20%) apresentou imunomarcacao citoplasmatica e extracelular acentuada. Finalmente,
na avaliagdo do PDGF, foi observado que um animal (20%) apresentou imunomarcacao
citoplasmatica moderada, enquanto 0s outros quatro animais (80%) apresentaram
imunomarcacgao citoplasmaética acentuada (Figura 31).
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Quando comparadas as medias obtidas em ambos os grupos no M5, observou-se diferenca
estatisticamente significativa para a IL-1B, o TNF-a ¢ o PDGF (p<0,05), mas ndo houve
diferenga significativa para a BMP-2.

Quando comparadas as medias obtidas dentro dos grupos, observou-se no grupo controle que,
paraa IL-1B, houve diferenca estatisticamente significativa quando comparado o M3 com o M4
e 0 M5 e entre 0 M4 e 0 M5 (p<0,05). Para o TNF, houve diferenca estatisticamente
significativa quando comparadas as médias do M3 com o0 M4 e 0 M5 (p<0,05), porém quando
comparadas as médias do M4 com o M5, ndo houve diferenca significativa (p>0,05). Na
comparacdo das médias para a BMP-2, observou-se que houve diferenca estatisticamente
significativa no M3 em relagdo aos outros dois momentos avaliados (p<0,05), porém quando
comparado o0 M4 com o M5, ndo houve diferenca significativa (p>0,05). Finalmente, na
comparacdo das médias para o PDGF, foi observado que ndo houve diferencga significativa
quando comparado o M3 com 0 M4 e 0 M4 com o M5 (p>0,05), mas houve diferenca
significativa quando comparado o M3 com o M5.

Na comparacdo entre as médias dentro do grupo CAP, foram observadas também algumas
diferengas significativas. Para a IL-1p ¢ o TNF-a, ndo foi observada diferenga significativa
(p>0,05) quando comparadas as médias do M3 e o M4, porém, quando comparadas as médias
do M3 e 0 M5 e do M4 e 0 M5, foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05). Para a BMP-2, foi observada uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
guando comparadas as médias do M3 com 0 M4 e 0 M5, mas ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) quando comparadas as médias do M4 com o M5. Nas médias obtidas para o PDGF
nos momentos avaliados, foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
em todos os momentos.

4.5. Discussao

Como observado nos resultados desta pesquisa, 0 avanco do processo degenerativo evidenciou
0 aumento na secrec¢do de citocinas inflamatorias nos animais do grupo controle. Esse resultado
confirma os achados na avaliacdo histopatologica, demonstrando que uma maior expressao de
IL-1B ¢ de TNFa, causa um aumento na presenga de infiltrados inflamatério na capsula e
aumenta a degradacdo da capsula sinovial.

A IL-1B e o TNF-a, por serem citocinas inflamatorias e estar envolvidas no catabolismo celular,
praticamente ndo sdo expressadas em articulacdes saudaveis. J& a BMP-2 e o PDGF séo
substancias que estdo envolvidas no anabolismo dos tecidos articulares, por isso, em
articulacdes saudaveis e em equilibrio eles sdo sintetizados e expressados também em poucas
guantidades, assim como observado nesta pesquisa.

A maior expressao das citocinas inflamatorias que se manteve ao longo do estudo, nos animais
do grupo controle é uma resposta esperada e compativel com a evolucdo do processo
degenerativo, apesar de estabilizada a articulagdo, esse aumento da expresséo das citocinas
justifica a inflamacé&o da sinovia, a neovascularizacéo, a proliferacéo celular e a degradacao da
MEC. Estes resultados séo semelhantes aos de Huang et al., (2017) que observaram nos coelhos
portadores de OA maior expressdo de IL-1p e MMP-13 em fases iniciais do processo
degenerativo, mantidos até as 12 semanas de avaliacao.

A alta expresséo da IL-1B e do TNF-a nos coelhos do grupo controle, € um achado similar ao
reportado por Benito et al (2005), que demostraram maiores niveis dessas citocinas em animais
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com OA. Adicionalmente, esses autores demostraram que animais com OA apresentam maior
vascularizacdo e infiltracdo celular, o que contribui com a degradacdo dos componentes da
articulacdo, assim como foi observado nos coelhos desse grupo.

A inflamacdo sinovial e a degradacdo da MEC da cartilagem s&o mediadas principalmente pela
IL-1B ¢ pelo TNF-0, que atuam pela sintese e liberacdo de moléculas como colagenases,
agrecanases e outras proteinas que degradam os componentes da cartilagem. Os niveis mais
baixos destas citocinas no grupo CAP, nesta pesquisa, e a melhor condi¢cdo da cartilagem
mostram a importancia do controle destes elementos na articulagdo. Esse aumento da secrecao
do PGDF e a diminuicdo da secrecdo das citocinas inflamatdrias, é justificado pela aplicacdo
intra-articular do CAP. O intervalo de aplicacéo curto, também ajuda a manter concentracdes
locais altas, aumentando mais ainda o efeito protetor desse composto biologico. Chien et al.,
(2020) e Haslauer et al., (2013) relataram que a diminui¢&o nos niveis dessas citocinas diminui
a degeneracdo da cartilagem e que as proprias células residentes nesses tecidos sdo as
responsaveis pela produgdo e sinteses de mediadores inflamatérios. Nesse contexto, é
importante ressaltar que o concentrado de plaquetas pode desenvolver um papel fundamental
no controle da secrecdo e liberacdo dessas citocinas inflamatdrias, ajudando a melhorar o
microambiente articular.

Contrario ao reportado por Nasi et al., (2017) de que a IL-1p ndo é um fator chave nas alteracdes
decorrentes do processo degenerativo, outros relatos de literatura (Chien et al., 2020; Huang et
al., 2017), e nosso trabalho, mostram que a IL-1p possui um importante papel na degradagio
da cartilagem articular, uma vez que induz acentuado processo inflamatério que acarreta a
destruicdo da MEC. As diferencas nesses resultados, podem ser devidas ao modelo utilizado
por Nasi et al., (2017), no qual a OA foi causada pela meniscectomia e ndo pela ruptura do
LCCr.

A reducdo desta acdo inflamatoria sera favoravel no controle da OA, como observado nos
coelhos do grupo CAP que, ao contrario do grupo controle, mostraram menor liberacdo de
citocinas inflamatorias, inclusive com diminuicao da expressdo dessas substancias ao longo do
tempo. Tanto os sinovidcitos quanto os condrdcitos tiveram menor expressao dessas
substancias, contribuindo assim, para a protecdo da MEC da membrana sinovial e da cartilagem
articular. Esses achados sdo semelhantes ao observado por Kon et al., (2010), que relataram
diminuicdo da sensibilidade dolorosa e melhora da funcdo articular ap6s aplicacBes intra-
articulares de PRP, fato atribuido ao seu efeito anti-inflamatério.

De forma semelhante, também a expressdo da BMP-2 pelos sinovidcitos, condrécitos,
fibroblastos e macréfagos, com aumento gradativo ao longo do tempo em ambos o0s grupos, foi
maior nos animais do grupo controle. Este achado pode ter influenciado a formacdo de
ostedfitos e a perpetuacdo do processo inflamatorio, como ja relatado por Katagiri e Watabe
(2016), e por Scarfi (2016), segundo os quais, 0s niveis altos dessa proteina podem estimular a
formagéo de 0sso heterotdpico e aumentar a presenca e a gravidade da inflamacao.

Embora ambos grupos tenham mostrado valores crescentes na expressdo da BMP-2, esta foi
também menor nos animais do grupo CAP, principalmente por parte dos sinoviécitos. 1sso
sugere que o CAP pode modular a expressao dessa substancia por parte das células locais,
favorecendo assim, a reducdo da inflamacdo dos tecidos, a reducdo dos efeitos de degradagéo
da MEC e da formacdo de osteofitos. Segundo Katagiri e Watabe (2016) e por Scarfi (2016),
guanto menor for a quantidade desta proteina no tecido, menor sera o processo inflamatério e
maior sera a resposta favoravel das células.
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Nos animais do grupo controle, observou-se que a expressédo do PDGF se manteve discreta em
todos os momentos avaliados, diminuindo quase completamente a reparacdo dos tecidos
articulares. Isso pode ser causado devido a alta concentracdo de citocinas inflamatorias, que
inibem a sintese e secrecdo de fatores anabolicos por parte dos sinoviocitos e condrdcitos.
Aumento na concentragdo de citocinas inflamatérias e enzimas degradativas acentua a
degradacdo da MEC e piora as alteracdes estruturais e inflamatdrias (Benito et al., 2015).

A acdo do CAP se mostra também em relacdo ao PDGF, cujos valores médios de expressao se
mostraram significativamente mais altos nos animais do grupo CAP em relagdo aos do grupo
controle, cujo aumento ndo foi expressivo. Isto indica que 0 CAP induz a liberacdo e sintese
dessa substancia pelas células residentes da cartilagem articular e da membrana sinovial ap6s a
ativacdo das plaquetas e a degranulacdo das mesmas. Ha et al., (2019) mostraram em seus
estudos que os produtos derivados das plaquetas possuem uma maior concentracdo de fatores
de crescimento anabdlicos, como o PDGF, que além de atuar por se s6s, podem estimular sua
propria sintese e liberacéo pelos macrofagos, sinoviocitos e condrocitos presentes no tecido.

Apos a aplicacdo do CAP, foi possivel verificar menor expressdo de citocinas inflamatorias,
inclusive nas fases tardias deste experimento, assim mesmo, observou-se imunomarcacao
aumentada para o PDGF que iniciou apo6s a primeira aplicacdo e se manteve ao longo dos
momentos avaliados. Esse controle do processo inflamatorio influenciou os resultados da
avaliacdo histoldgica, na qual, os coelhos do grupo CAP apresentaram menor hipertrofia dos
sinovidcitos, menor proliferacdo de vasos sanguineos, menor presenca de alteracGes da
cartilagem e maior densidade dos condrocitos.

O processo de cicatrizagéo e reparagéo tecidual consiste numa complexa interacdo entre fatores
bioquimicos e biomecénicos e mediadores que auxiliam o tecido a recuperar suas propriedades.
O PDGF desenvolve um papel critico durante esse processo de cicatrizacdo/reparacao, pois
interage com as células do tecido local para induzir proliferacdo e diferenciacdo celular,
favorecendo assim, a producéo de colageno e de outros componentes do tecido (Broughton Il
et al.m 2006). Como observado nesta pesquisa, 0 CAP libera grandes quantidades de PDGF,
que age na cartilagem e melhora a capacidade de recuperacdo deste tecido, estimulando os
condrdcitos a secretar mais PDGF, contribuindo, portanto, para a melhora da qualidade natural
deste tecido ao longo do tempo.

Outra observacao interessante, é que, mesmo apés 30 dias da ultima aplicacdo de CAP intra-
articular, a expressédo e secrecdo do PDGF permaneceu alta e constante ao longo do tempo,
sugerindo que este produto pode estimular e regular a sintese do PDGF pelos condrécitos e
sinovidcitos mesmo quatro semanas apos cessar a aplicacdo exdgena do CAP. O PDGF é capaz
de estimular a sua propria sintese e pode induzir células como macréfagos, monaocitos e
fibroblastos a sintetizar sua liberacdo e a de outros fatores de crescimento (Ornetti et al., 2016;
Werner e Grose, 2003). E preciso, entretanto, estudos continuados e mais longos para
acompanhar a duracédo deste efeito e avaliar o momento mais adequado para novas aplicacées
do produto.

Nenhuma das opg¢des terapéuticas disponiveis atualmente oferece um resultado totalmente
satisfatorio, pois aléem de ndo impedir o avango das alteracGes, podem induzir efeitos
secundarios prejudiciais as articulagdes (Bland, 2015). A terapia regenerativa e 0s biomateriais
séo atualmente as melhores alternativas, e embora ndo consigam deter o avango da OA, eles
proporcionam um microambiente ideal para a regeneracdo articular (Khatab et al., 2018;
Bavaresco et al., 2008). Como observado nesta pesquisa, 0 CAP diminui a expressdo das
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citocinas inflamatorias, que exercem efeito nocivo sobre as células da cartilagem e da
membrana sinovial, ao mesmo tempo que induz a expressao de fatores de crescimento para
regular a sintese de MEC.

Sem duvida, outro achado importante nesta pesquisa, € que o CAP é capaz de diminuir a
degradacdo da cartilagem articular, ndo s6 pela diminuicdo na expressdo dos mediadores
inflamatorios, mas também pela secrecdo de fatores de crescimento que estimulam a
regeneracdo tecidual. Segundo Moussa et al., (2011), os produtos derivados de plaquetas
diminuem a apoptose dos condrécitos e aumentam a expressdo de marcadores anti-
inflamatorios.

4.6. Conclustes
Dos resultados obtidos pode-se concluir que o CAP possui um efeito regulador do processo

inflamatorio que tem lugar na OA e que sua a¢do favoravel se mantém mesmo apos encerrada
a administracdo exdgena do CAP.
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CAPITULO 5

QUANTIFICAGAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DO PDGF E DO TGF-1 EM
COELHOS COM OA INDUZIDA E TRATADOS OU NAO COM CONCENTRADO
AUTOLOGO DE PLAQUETAS (CAP)

Resumo

O objetivo deste estudo foi quantificar por meio do teste ELISA, os niveis do TGF-p1 e do
PDGF no plasma de coelhos com osteoartrose induzida pela ruptura do LCCr e tratados ou ndo
com CAP. Foram usados 30 coelhos de raca Nova Zelandia, machos, adultos jovens, com massa
corporal média de 3,0 kg, , submetidos a ruptura do ligamento cruzado cranial guiado por
videoartroscopia, para inducdo da OA. Aos 21 dias depois os coelhos foram submetidos a
reconstituicdo do ligamento e foram divididos em dois grupos: grupo CAP e grupo controle
com injecdo de solucdo Ringer Lactato. As aplicagOes intra-articulares foram realizadas
imediatamente apds a reconstituicdo do ligamento, aos 15 e aos 30 dias apds a reconstituicao.
Em todos estes momentos e imediatamente antes da injecdo intra-articular, foram feitas as
avaliaces artroscopicas para acompanhar a evolucdo da OA e a resposta ao tratamento.
Imediatamente antes dos procedimentos cirurgicos foram coletados 2 ml de sangue para
obtencéo de plasma e quantificagdo dos niveis do TGF-B1 ¢ do PDGF. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas em nenhum dos grupos nas concentracoes de TGF-p1
em nenhum dos momentos avaliados ap6s as aplicagdes dos tratamentos. Diferenca
estatisticamente significativa se mostrou na concentracdo plasmatica do PDGF no M5 nos
animais do grupo CAP quando comparados com os do grupo controle. Os resultados sugerem
qgue o CAP pode exercer um efeito regulador na sintese e liberacdo desses fatores de
crescimento em animais com AO, mostrando sua acao favoravel no tratamento da enfermidade.

Introducéo

A osteoartrose ou doenca articular degenerativa é a alteracdo musculo-esquelética mais
prevalente em mamiferos, incapacitante e que leva a diminuicdo da qualidade de vida,
principalmente em animais idosos. Na OA, uma alteracdo comum para a qual ndo existe
tratamento eficaz, ha degradacdo da matriz extracelular (MEC) que leva a inflamacéo sinovial
e perda da cartilagem articular, culminando com disfuncdo locomotota (Shi et al., 2019;
Krupkova et al., 2018).

As alteracdes que ocorrem durante o avanco da doenca sdo mediadas por uma variedade de
fatores biomecéanicos e bioquimicos. Nesse contexto, além da instibilidade causada pela ruptura
de estruturas como ligamentos e tenddes a acdo de moléculas como citocinas, metaloproteinases
e fatores de crescimento tem um papel fundamental no surgimento e progresséo das alteracdes
(Nixon et al., 2018; Osorio-Carmona e Rezende, 2014).

Dentre os fatores de crescimento envolvidos no metabolismo articular e que tem um papel
importante na patogenia da OA, destaca-se a super familia do fator de crescimento
transformador beta (TGF-) e o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF). O TGF-
[ possui trés subtipos que agem principalmente na regulacdo do metabolismo articular, sintese
de prostaglandinas e estimulam a atividade de sintese dos condrdcitos, porém estdo também
implicados na sinovite, formacéo de ostedfitos e na progressdo da OA. Ja o PDGF estimula a
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sintese de proteoglicanos, de DNA pelos condrdcitos e tem atividade mitogénica e quimiotatica
(Schmidt et al., 2006).

O CAP é conhecido por possuir altas concentracdes de fatores de crescimento e de citocinas
anti-inflamatorias que podem atuar na regeneracdo de feridas (Monteiro et al., 2009).
Considerando a atividade dos fatores de crescimento, os niveis intra-articulares e plasmaticos
dessas moléculas sdo importantes como possiveis preditores da progressdo, da resposta aos
tratamentos instaurados e do progndstico. Assim, o objetivo do presente estudo foi quantificar
por meio do teste ELISA, os niveis do TGF-B1 e do PDGF no plasma de coelhos com
osteoartrose induzida pela ruptura do LCCr e tratados ou ndo com CAP.

5.1. LITERATURA CONSULTADA

Na OA ocorre uma inflamacao sinovial que conduz a uma degradagdo enzimatica da MEC
mediada por condrdcitos e sinovidcitos, o que ocasiona degradacdo da cartilagem, dor e perda
de funcdo (Rezende et al., 2016; Osorio-Carmona e Rezende, 2014). Além da degradacdo
enzimatica, algumas citocinas e substancias pré-inflamatdrias como interleucinas (IL), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e metaloproteinases da matriz (MMP) induzem a degradacédo do
colageno, de proteoglicanos e glicosaminoglicanos promovendo sinovite, perda progressiva e
irreversivel de cartilagem articular e esclerose do osso subcondral (Smit et al., 2019; Haslauer
et al., 2013; Burrage et al., 2006).

Dois dos principais fatores de crescimento, O TFG e o PDGF atuam tanto no anabolismo quanto
no catabolismo articular e sdo responsaveis por uma variedade de situacdes na cartilagem
saudavel e naquela com OA (Schmidt et al., 2006; Burton-Wurster et al., 2003). O TGF é
responsavel pela sintese de prostaglandinas e pela atividade sintética dos condrocitos, mas este
fator de crescimento esta implicado também na sinovite, formacéo de ostedfitos e progressao
da OA. O PDGF ¢é sintetizado por uma variedade de células e tem efeito mitogénico e
quimiotatico para células de origem mesenquimal, incluindo fibroblastos, condrdcitos e
osteoblastos. E relatado também que o PDGF estimula a sintese de proteoglicanos e estimula a
sintese de DNA de todas as células nas diferentes regides da cartilagem e menisco (Civinini et
al., 2013; Schmidt et al., 2006).

O CAP ¢ um produto autélogo que consiste em um aumento da concentracdo de plaquetas
suspensas em pequena quantidade de plasma e que pode ser obtido por diferentes métodos
(Perazzi et al., 2013; Mazzuco et al., 2008). As plaquetas sdo importantes para hemostasia e sao
uma fonte de fatores de crescimento, como o fator de crescimento de fibroblastos, o TGF-B1, o
PDGF, o fator angiogénico derivado das plaquetas e varios outros (Urits et al., 2019;
Yamaguchi et al., 2012). Fatores de crescimento sdo importantes para cicatrizacdo de feridas e
processos bioldgicos como quimiotaxia, neovascularizacdo e sintese de matriz extracelular.
Assim, os produtos derivados das plaquetas sdo utilizados para melhorar a cicatrizagdo de
tecidos, vascularizacdo de enxertos e regeneracdo 0ssea (Carmonaetal., 2011; Kon et al., 2011).

O TGF-B1 € um fator de crescimento multifuncional que desempenha um papel critico no
desenvolvimento, homeostase e reparo da cartilagem. Uma altera¢éo na sinalizacdo de TGF-$1
foi associada a uma variedade disturbios relacionados a cartilagem, incluindo gota, lupus, artrite
reumatdide e osteoartrite (Finnson et al., 2012; Van der Kraan et al., 2009; Davidson et al.,
2007). Também tem sido relatado que esse fator de crescimento pode estimular a sintese de
colageno tipo Il e a inibicdo da secre¢éo da IL-1p e do TNFa, ajudando a diminuir o processo
inflamatorio e a degradagéo da MEC. Embora esse fator de crescimento tenha efeitos benéficos
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conhecidos, ele também pode estimular a formacgdo de osteofitos e a remodelacdo do 0sso
subcondral, causando efeitos negativos nas articulacdes doentes (Shen et al., 2014; Bush e Beier,
2013).

Na cartilagem saudavel, esse fator de crescimento regula a condrogénese e a proliferacdo e
diferenciacdo de células condroprogenitoras, inibem a calcificacdo da cartilagem, a invasédo
vascular, a diferenciacdo osteoblastica e a ossificagdo (Onyekwelu et al., 2009).
Adicionalmente, 0 TGF-B1 previne a degradacao das proteinas da MEC aumentando a producéo
dos inibidores de proteases, evita os efeitos catabdlicos da IL-1 e do TNF-a na degradagdo da
cartilagem (Van der Kraan et al., 2009; Davidson et al., 2007).

Pesquisas recentes sugerem que na OA as isoformas 1, 2 e 3 do TGF-f sdo sobreguladas e foi
observado que na cartilagem articular de humanos acometidos pela OA os niveis deste fator de
crescimento encontram-se diminuidos quando comparados com a cartilagem de individuos
saudaveis (Wu et al., 2007; Verdier et al., 2005). Observou-se também que os niveis de mMRNA
estdo diminuidos na OA e que os niveis do TGF-B3 se mostram abaixo do normal durante a
progressdo da doenga de ocorréncia natural e na OA induzida (Davidson et al., 2006;
Boumediene et al., 1998).

5.2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais sob o n° 63/2014.

Foram usados 30 coelhos da ragca Nova Zelandia, adultos jovens, machos com massa corporal
média de 3,0 kg. O critério de inclusdo dos animais na pesquisa foi seu estado geral saudavel e
auséncia de alteracbes no sistema locomotor confirmados mediante avaliacdo fisica,
hemograma e bioquimica sanguinea, exame ortopédico e radiografico nas incidéncias
ventrodorsal e medio lateral. Os animais foram alojados no no Centro Experimental do Hospital
Veterinario departamento da UFMG em salas adaptadas com gaiolas individuais de tamanho
60 cm x 60 cm x 37 cm com acesso a agua ad libitum e alimentacdo duas vezes por dia de
acordo as necessidades nutricionais especificas.

Os animais foram submetidos a avaliacdo artroscépica da articulacdo FTP direita seguida da
ruptura do LCCr sob visibilizacdo artroscépica (Karl Storz., Tuttlingen, Alemanha). Decorridos
21 dias, os coelhos foram encaminhados para a segunda avaliagdo artroscépica da articulacao,
seguindo-se imediatamente a estabilizacdo articular com auto-enxerto de fascia lata guiado por
videoartroscopia e aplicacdo de CAP ou solucdo Ringer Lactato (Sanobiol, S&o Paulo, Brasil)
intra-articular. Os animais foram mantidos nas respetivas gaiolas individuais sob supervisdo
diaria, sem imobilizacdo do membro operado.

Apos a estabilizagéo articular, os coelhos foram divididos em dois grupos de 15 animais de
acordo com o tratamento. Os animais do grupo | constituiram o grupo controle e receberam 0,5
ml de solucdo Ringer Lactato intra-articular e os animais do

grupo Il constituiram o grupo CAP que receberam 0,5 ml intra-articular. Foram estabelecidos
cinco momentos experimentais de acordo com os procedimentos realizados.

A avaliacdo artroscopica da articulacdo foi a primeira intervencdo em todos os momentos. No
M1 foi feita a ruptura do ligamento, no M2 a reconstitui¢éo do ligamento e a primeira aplicacéo
do CAP ou solucéo de ringer lactato, no M3 foi feita a segunda aplicacéo dos tratamentos e no
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M4, a terceira e Ultima aplicacdo dos tratamentos, no M5 foi feita a Gltima reavaliagdo
artroscépica das articulacdes.

Antes de cada intervencao, foi feita a medicacdo pré-anestesica, que consistiu-se da aplicacdo
de midazolam (Cristélia, Brasil) e metadona (Cristalia, Brasil) na dose de 1 mg / kg por via
intramuscular, na inducdo da anestesia usou-se 15 mg / kg de cetamina e blogueio anestésico
dos nervos ciatico e femoral com lidocaina (Cristalia, Brasil) sem vasoconstritor na dose de 5
mg / kg e a anestesia foi mantida com isoflurano. As frequéncias cardiaca e respiratoria, pressao
arterial e gases sanguineos foram monitorados. A analgesia pos-operatoria foi feita com
tramadol (Teuto-Cristalpharma, Brasil), na dose de 1 mg / kg por via subcutanea a cada 12
horas por trés dias, a terapia anti-inflamatoria com meloxicam (Ourofino, Brasil) na dose de 0,2
mg / kg por via intramuscular a cada 24 horas durante trés dias ap0s a secdo e a
antibioticoterapia com cefalexina na dose de 30 mg / kg a cada 12 horas durante cinco dias. O
mesmo tratamento foi realizado apos estabilizacdo articular aos 21 dias e depois de cada
artroscopia exploratoria. A terapia profilatica com cefalexina (Aspen-Pharma, Brasil) na dose
de 30 mg/ kg por via intravenosa foi administrada trinta minutos antes da estabilizacdo articular
e a dosagem foi repetida duas horas ap0s a cirurgia.

5.2.1. Coleta e armazenamento das amostras de plasma

Para a obtengdo do plasma foram coletados dois ml de sangue da artéria auricular central que
foram depositados em tubos contendo EDTA (BD S.A., Juiz de Fora, Brasil) (acido
etilenodiamino tetra-acético 1,5%. 2mg/ml de sangue) e posteriormente acondicionadas em
ependorfes estéreis e divididos em duas aliquotas iguais para se proceder a dosagem de TGF-
B1 e PDGF respectivamente. Apos a coleta do sangue, todas as amostras foram mantidas sobre
refrigeracdo (2-8°C) durante trés meses, até 0 momento do processamento.

5.2.2. Amostras de plasma para determinacéo do PDGF

A aliquota de sangue foi submetida a centrifugacdo (centrifuga minispin plus., So Paulo, Brasil)
durante 30 minutos huma rotacdo de 3000 rpm (rotor F-45-12-11, 120V/60Hz), para obtencédo
do plasma. O sobrenadante dos tubos foi coletado, acondicionado em tubos ependorf estéril e
armazenado sob refrigeracdo a 2-8°C durante trés meses para sua posterior dosagem do PDGF.

5.2.3. Amostras de plasma para determinagédo do TGF-p1

Para obtencdo do plasma procedeu-se a centrifugacdo (centrifuga minispin plus., Sdo Paulo,
Brasil) das amostras de sangue durante 20 minutos na rotacdo de 3000 rpm (rotor F-45-12-11,
120V/60Hz). Coletou-se o sobrenadante e acondicionou-o em tubos ependorf. O plasma foi
congelado e estocado a -20°C durante trés meses, até o processamento.

5.2.4. Quantificacéo dos fatores de crescimento TGF-g1 e PDGF

A determinacdo das concentracfes de TGF-B1 e PDGF foram realizadas por meio de ensaios
imuno-enzimaticos de ELISA, utilizando-se kits comerciais especificos para coelhos e de
referéncia MBS 165545 (PDGF) MBS817924 (TGF-B1), respetivamente (MyBioSource
LTDA., California, USA). As amostras foram analisadas seguindo as recomendagbes do
fabricante. O teste ELISA foi realizado em duplicata utilizando um leitor de ELISA multiskan
FC (ThermoScientific, Massachusetts, USA).
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5.3. Resultados

As concentragbes plasmaticas dos fatores de crescimento nos momentos avaliados sdo
apresentadas nas figuras 32 e 33. A amostra de um dos coelhos no M3 estava hemolisada e foi
descartada, mantendo para esse animal 3 amostras para as analises (coelho eutanasiado no M4,
aos 30 dias ap0s a reconstituicdo do LCCr).

No grupo controle, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o0s
niveis de TGF-B1 em nenhum dos momentos avaliados. Os valores de TGF-1 diminuiram no
M2 e no M3 quando comparados aos valores antes da ruptura do LCCr (M1), aumentaram
novamente 30 dias apos a reconstituicdo do ligamento (M4), mas diminuiram novamente 60
dias apds a reparacao do LCCr (Figura 32).
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Figura 32. Concentracfes plasmaticas do TGF-B1 nos momentos avaliados (M1, M2, M3, M4, M5).

No grupo CAP, houve um comportamento semelhante nos niveis plasmaticos do TGF-1 nos
tempos avaliados. Os valores do TGF-f1 permaneceram praticamente 0s mesmos ap6s a ruptura
do LCCr (M2) quando comparados com o M1 e mostraram uma diminuic¢do 15 dias apés a
reconstituicdo do LCCr quando ja tinha ocorrido uma aplicacdo de CAP (M3), no entanto, 15
dias apds a segunda aplicacdo de CAP (M4), os niveis plasmaticos mostraram um aumento,
para posteriormente, diminuir novamente em M5, 30 dias ap6s a Ultima aplicacdo do CAP
(Figura 32).

Comparando as concentra¢des plasméticas do TGF-B1 entre os grupos, os coelhos do grupo
CAP apresentaram valores mais altos na concentracdo plasmatica em M1 e M2, que foram os
momentos de instauracdo do processo degenerativo e quando ndo tinham sido feitas aplicagdes
dos tratamentos mas néo se verificou diferenca estatisticamente significativa nesses momentos.
Também ndo foram observadas diferencas na concentragdo plasmatica entre M3, M4 e M5.

As concentragGes plasmaticas do PDGF no grupo controle apresentaram baixa varia¢do entre
0s momentos avaliados e permaneceram praticamente constantes até 30 dias apds a
reconstituicdo do LCCr (M4), no entanto, 60 dias apds a reparacédo do ligamento, a concentragdo
plasmatica de PDGF diminuiu significativamente quando comparada aos demais momentos
(Figura 33). Essa observacédo pode ser devida a que nos coelhos do grupo controle, o processo
degenerativo foi mais intenso, com predominio de um ambiente catabolico, que se intensificou
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na medida que as lesdes foram ficando mais cronicas, e consequentemente, as substancias
inflamatdrias podem ter diminuido a sintese e secrecdo desse fator de crescimento.

Os animais do grupo CAP mostraram um comportamento semelhante. As concentracdes de
PDGF permaneceram com alteragdes discretas até 30 dias ap0s a reconstituicdo do LCCr, sem
diferenca significativa nesses momentos; no entanto, no M5, 60 dias apds o reparo ligamentar
e 30 dias ap6s a ultima aplicagdo do CAP, as concentracdes plasméaticas do PDGF ainda se
mostravam altas, porém sem diferenca significativa quando comparada aos outros momentos,
mostrando uma liberacdo sustentada desse fator de crescimento a longo prazo (Figura 33). Esse
resultado indica que mesmo apos trinta dias da ultima aplicacdo do CAP, os niveis desse fator
de crescimento se mantiveram constantes, devido a sintese e secrecéo deste pelos sinovidcitos
e condracitos, fato que ndo foi observado nos animais do grupo controle.
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Figura 33. Concentracfes plasmaticas do PDGF nos momentos avaliados (M1, M2, M3, M4, M5).

Quando comparada a concentracao plasmatica de PDGF entre os grupos, ndo foram observadas
diferencas significativas em M1, M2 e M4, mas diferencas significativas foram observadas no
M3 e no M5 (Figura 33), mostrando que nos animais do grupo CAP houve uma liberacéo
constante do PDGF pelas células da membrana sinovial e da cartilagem articular inclusive 60
dias ap0s a avaliacao.

5.4. Discussao

A literatura (Perazzi et al., 2013; Monteiro et al., 2009; Mazzucco et al., 2008) sugere uma
concentracdo de trés a cinco vezes 0s niveis basais de plaquetas para se considerar um produto
derivado de plaquetas como plasma rico em plaquetas. Neste estudo, entretanto, foi obtida uma
concentra¢do média de duas vezes, o que levou a considerar o produto obtido como concentrado
autologo de plaguetas e ndo plasma rico em plaquetas. A concentracédo reduzida de plaguetas
presente no CAP em relacdo as plaquetas concentradas no PRP pode ter influenciado a
quantidade de fatores de crescimento presentes no produto nesta pesquisa, fato que pode ter
influenciado os resultados da concentracdo plasmatica dos fatores de crescimento entre os
grupos.

A diferenca significativa apenas na concentracdo plasmatica do PDGF no M5 quando
comparados 0s grupos deste estudo, se deve & liberacdo deste fator de crescimento apos a
aplicacdo do CAP, que se manteve constante, mesmo ap6s 30 dias de sua aplicagdo. A alta
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expressao deste fator de crescimento em articulagdes acometidas por artrite reumatoide ou OA
€ mencionado por Pohlers et al., (2006). Segundo os autores isto pode auxiliar na remodelagéo
da MEC nessas condigoes.

As lesbes observadas na OA sdo causadas por uma variedade de citocinas e mediadores pro-
inflamatdrios. Essas citocinas degradam as fibras de coldgeno na matriz cartilaginosa e
estimulam um processo inflamatério que finalmente leva a faléncia articular (Finnson et al.,
2012). No entanto, algumas citocinas e fatores de crescimento tém dupla funcéo na evolucao
da OA. Algumas IL como IL-6, IL-10, e os fatores de crescimento como TGF-B1, IGF, dentre
outros, estdo envolvidos no metabolismo articular e apresentam variada gama de efeitos
positivos e negativos na OA (Civinini et al., 2013). Nesta pesquisa, 0s valores plasmaticos
relativamente baixos de TGF-B1 podem sugerir regulacdo dos niveis deste fator de crescimento
pelo CAP, minimizando seus efeitos deletérios e maximizando os efeitos benéficos. A melhora
da condicéo articular foi observada na avaliacdo artroscopica, quando se verificou reducdo da
inflamac&o sinovial, menor formacdo de ostedfitos, menos fibrilacdo e eroséo da cartilagem
articular. Essas observacGes permitem inferir que, esta relativa liberacdo dos fatores de
crescimento teve efeito benéfico e que o uso do CAP deve ser uma alternativa no tratamento da
OA). E um método simples, de facil execucéo e que oferece beneficios

O CAP é um produto aut6logo caracterizado por contribuir com grande quantidade de fatores
de crescimento capazes de modular o processo de cicatrizacdo (Perazzi et al., 2013). Esses
fatores de crescimento podem sintetizar a MEC e reduzir o processo inflamatério, como
observado em coelhos deste experimento. A acdo positiva do CAP se mostrou pela reducdo da
neovascularizacdo e da hiperemia da membrana sinovial, assim como pela menor presenca de
osteofitos e de corddes fibrosos nos tempos M3, M4 e M5. Estes resultados sugerem a a¢do dos
fatores de crescimento no controle do processo articular degenerativo, mostrando-se o CAP
como uma alternativa clinica favoravel, econémica e de facil realizacdo, uma vez que o método
aqui utilizado foi o denominado método simples com centrifugacdo Unica. Esta facilidade
favorece seu emprego na rotina clinica.

O CAP auxilia no controle da degradacdo da cartilagem articular, mas mesmo favorecendo a
reducdo da velocidade de progressdo da OA, ele ndo é capaz de impedir as alteracdes articulares
causadas pelo processo degenerativo. Sua acdo € minimizar os efeitos causados pela OA,
favorecer a homeostasia local e promover, dentro do possivel algum grau de recuperacdo
articular, dependendo da fase de evolugdo do processo e da intensidade do mesmo (Monteiro et
al., 2009). Os coelhos do grupo tratado mostravam, ao exame artroscopico, uma membrana
sinovial lisa, sem hiperemia, achados que podem ser entendidos como controle do processo
inflamatorio, como observado por Rezende et al (2016).

A auséncia de diferenca significativa entre os grupos em relacdo as concentragdes plasmaticas
do TGF-B1, sugere que o CAP néo pode exercer um efeito regulador sobre este FC. O TGF-$1
tem dupla fungdo no metabolismo articular. Ele pode estimular a formagéo de osteofitos, a
liberacdo de ILs, de TNF-a e contribuir para o processo inflamatoério. No entanto, pode também
estimular a angiogénese, quimiotaxia, diferenciacio celular e outras a¢des benéficas. E possivel
gue o CAP ndo possa regular a sintese e os niveis deste FC e atenuar seus efeitos colaterais
(Shen et al., 2014; Bush e Beier, 2013).

Por outro lado, o aumento significativo dos niveis plasmaticos do PDGF no grupo CAP ao
longo do tempo, inclusive 60 dias ap6s a reconstituicdo do LCCr (30 dias apos a Ultima
aplicacdo), sugere que este produto pode liberar e estimular a producdo deste FC e manter sua
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acdo ao longo do tempo. O PDGF é caracterizado por estimular a migracdo celular, proliferacdo
de fibroblastos e diferenciacdo celular e consequentemente, pode favorecer o reparo da
cartilagem, estimular a sintese de MEC e de proteoglicanos ((Pohlers et al., 2006). Isto pode
explicar a melhor condicao clinica observada durante a artroscopia nos animais do grupo CAP.

A OA causa graves alteracdes nas estruturas articulares. Sao relatados perda de componentes
da MEC, fibrilacdo da cartilagem, inflamag&o sinovial, diminui¢do da sintese de colageno e
outras alteracdes, como dor e alteracéo 0ssea subcondral (Civinini et al., 2013). Nesta pesquisa,
as alteracOes articulares decorrentes do processo degenerativo como fibrilagdo e eroséo da
cartilagem articular, neovascularizagdo, hipertrofia das vilosidades e sinovite foram avaliadas
em detalhes e sequencialmente pela artroscopia, conforme relatado por Rezende et al (2016). A
artroscopia € uma alternativa para o acompanhamento dos processos articulares e do efeito de
terapias instituidas, como mostrado neste trabalho.

5.5. Conclustes
Dos resultados obtidos pode-se concluir que o CAP nado pode regular os niveis plasmaticos do

TGF-B1 ao longo do tempo e que esse composto bioldgico pode ajudar a manter uma liberacéo
mais prolongada do PDGF inclusive ap6s 30 dias da Gltima aplicacdo do CAP.
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CONCLUSOES GERAIS

Dos resultados obtidos nesta pesquisa pode -se concluir que:

e Dos resultados desta pesquisa pode-se concluir que o concentrado autélogo de plaquetas
tem acdo celular benéfica sobre os tecidos articulares, com efeito que se prolonga até
30 dias apos sua aplicacdo. O CAP se constitui, portanto numa alternativa eficiente
como coadjuvante no tratamento da OA. Mais estudos sdo necessarios para avaliar a
duracdo do efeito do CAP e seu efeito em fases mais cronicas da doenca.

e Dos resultados obtidos pode-se concluir que o CAP possui um efeito regulador do
processo inflamatorio que tem lugar na OA e que sua acao favoravel se mantém mesmo
apos encerrada a administracdo exdgena do CAP.

e Dos resultados obtidos pode-se concluir que a artroscopia é uma técnica que pode ser
empregada no acompanhamento dos processos articulares degenerativos, propiciando
avaliacdes detalhadas, bem como na avaliagdo do efeito dos tratamentos.

e Dos resultados obtidos pode-se concluir que o CAP ndo pode regular os niveis
plasméticos do TGF-B1 ao longo do tempo e que esse composto bioldgico pode ajudar
a manter uma liberacdo mais prolongada do PDGF inclusive apds 30 dias da ultima
aplicacdo do CAP.

e Conclui-se que, o CAP possui um efeito protetor na articulacdo manifestado da seguinte
forma:

o Na membrana sinovial, causa uma menor proliferacdo e hiperplasia dos sinoviocitos,
ao tempo que diminui a presenca de infiltrado inflamatorio, a proliferacdo de vasos
sanguineos e fibroblastos e a presenca de detritos no estroma da membrana sinovial.
Adicionalmente, esse composto bioldgico diminui o aparecimento de irregularidades,
fissuras e eros@es da cartilagem articular, mantém a densidade dos condrécitos e evita
a formacdo de aglomerados e a apoptose destas células da cartilagem. Os resultados
obtidos na avaliacdo histologica sdo reforcados pelos resultados da avaliacdo
imunohistoquimica. O uso do CAP diminuiu a expressao de citocinas inflamatdrias
por partes dos sinoviécitos e dos condrdcitos, explicando a menor inflamacdo da
membrana e a menor degradacdo da MEC da cartilagem articular. Esse resultado é
potencializado pela alta expressdo de PDGF por parte dessas mesmas células durante
todos os momentos avaliados, que ajudaria na mitogénese, quimiotaxia, proliferacao e
diferenciacdo de células na membrana sinovial e na sintese de MEC na cartilagem
articular.

Além dos resultados microscépicos e celulares, esses efeitos benéficos foram
observados na avaliagdo artroscopica. Os animais do grupo CAP apresentaram lesfes
significativamente menos intensas durante os momentos avaliados, assim, a menor
hipervascularizagdo, hiperemia, formacdo de corddes fibrosos na cépsula, menor
fibrilagdo, presencga de osteofitos e eroséo da cartilagem articular nos coelhos desse
grupo, esta claramente suportada pela menor expressdo de citocinas inflamatorias
observada na avaliacdo imunohistoquimica e pela maior expressdo de PDGF durante
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o periodo avaliado. O efeito do CAP observado durante a artroscopia é evidentemente
comprovado na correlacdo dos achados histologicos.

Finalmente, os altos niveis plasméaticos do PDGF encontrados durante este
experimento, justificam a menor intensidade das lesdes observadas na articulacdo dos
coelhos. Embora tenha sido possivel observar uma concentragdo constante do PDGF
e seja possivel ver o efeito regulador do CAP sobre esse fator de crescimento, a
quantificacdo dos niveis dos fatores de crescimento a nivel local (no liquido sinovial),
esclareceria ainda mais os efeitos desse composto biolégico na articulacéo, inclusive
de outros fatores de crescimento como o TGF-B1.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Sem duvida a OA representa ainda uns dois maiores desafios terapéuticos da ortopedia humana
e veterinaria. As mudancas estruturais e moleculares que acontecem nos tecidos afetados levam
invariavelmente & degeneracdo da cartilagem articular e a perda da funcdo. Tratamentos
disponiveis atualmente sdo somente paliativos e ndo impedem o avanco da doenca.

E importante considerar a natureza multifatorial da OA e que no seu desenvolvimento fatores
catabdlicos, enzimaticos, bioquimicos e inflamatérios devem ser considerados na hora de
selecionar o tratamento mais adequado para os pacientes. O objetivo principal do tratamento da
OA € o controle da dor, a recuperacdo da fungdo do membro e a desacelera¢do ou impedimento
do avanco das alteracGes degenerativas.

Embora nenhum medicamento disponivel consiga ter os efeitos desejados no tratamento da OA,
tem sido empregadas diversas opcdes, que mostram efeitos clinicos benéficos, numa tentativa
de fazer uma abordagem multimodal com mais eficiéncia terapéutica. A terapia regenerativa
mostra-se como uma alternativa eficiente e segura que promete resultados melhores quando
comparada com os medicamentos convencionais.

O CAP/PRP conhecido e utilizado amplamente em diversas areas da salde, possui fatores
intrinsecos capazes de regular, modular e modificar o processo inflamatério que ocorre apds
alguma lesdo no sistema musculoesquelético. A presenca de fatores de crescimento e citocinas
pré e anti-inflamatérias que interagem com as moléculas do tecido onde € aplicado, garantem
uma abordagem mais completa e consoante com as alteracGes moleculares fisiopatologicas que
tem lugar durante o processo degenerativo.

As interacdes entre 0 CAP/PRP e 0 meio onde é aplicado, levam a modificacdes no processo
inflamatorio, auxiliando no controle da inflamacdo, da dor crbnica e estimula mudangas no
padrdo da expressao genética articular. Esse composto biolégico estimula a producéo de GAG,
proteoglicanos e colageno, que sdo moléculas fundamentais para o0 adequado funcionamento
articular e ajuda a preservar a integridade da cartilagem articular.

Conhecendo o efeito molecular e celular que o CAP/PRP possui, espera-se que no futuro seja
possivel desenvolver produtos com alguns fatores de crescimento especificos, concentrando os
mesmos em quantidades suficientes para que exercam mais efeitos anabdlicos e anti-
inflamatorios e seja possivel potencializar os efeitos ja conhecidos deste composto bioldgico.

Outro ponto que, espera-se seja resolvido com outras pesquisas, esta relacionado com a
frequéncia de aplicacdes do CAP, se sé um protocolo de trés aplicacdes é suficiente e qual seu
efeito em fases mais cronicas e graves da doenca, em qual intervalo deveria refazer o protocolo.
Embora o CAP tenha muitos efeitos benéficos, ele também pode causar efeitos prejudiciais que
podem agravar o quadro clinico tratado.

Outras pesquisas sdo necessarias para desvendar se 0 CAP/PRP consegue regenerar as lesoes
osteocondrais observadas na OA. Este produto é realmente eficiente para modificar a expressao
genética e estimular a sintese de cartilagem estrutural e morfologicamente funcional ou quais
sdo os fatores que influenciam ou potencializam seu efeito? A associacdo do CAP/PRP com
celulas tronco mesenquimais ajudariam a regenerar a cartilagem? S&o perguntas que precisam
ser respondidas.
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