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RESUMO

Estudou-se a eficacia do plasma rico em plaquetas (PRP) no tratamento de lesGes condrais articulares,
experimentalmente induzidas em equinos. Para isso, foi induzida uma lesdo condral, na tréclea medial femoral
dos dois membros pélvicos de quatro animais. Apés 30 dias da indugo, as oito articulagdes foram divididas em
dois grupos. Os animais do grupo 1 receberam o tratamento intralesional e intra-articular com PRP, e os do
grupo 2 foram tratados apenas com solucdo fisiologica. As avaliagBes clinicas, constituidas de exames de
claudicacdo e analises do liquido sinovial, foram realizadas antes da inducdo da lesdo — tempo zero —,
quinzenalmente, até 120 dias e aos 150 dias. Avaliagbes macroscépicas, histologicas e histoquimicas foram
realizadas no tempo zero e aos 150 dias. Os equinos do grupo 1 apresentaram melhora do grau de claudicacdo
em relacéo aos do grupo 2. Os exames macroscopicos, histoldgicos e histoquimicos revelaram melhor tecido de
reparacdo igualmente no grupo 1. Concluiu-se que a administragdo de PRP apresentou efeitos benéficos no
tratamento de lesGes condrais experimentais de equinos.
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ABSTRACT

The use of platelet-rich plasma (PRP) in the treatment of articular cartilage defects induced experimentally in
horses was studied. For this purpose, both patellofemoral joints of four animals were approached through
arthroscopic surgery to perform a cartilage defect on the medial femoral trochlea. After 30 days of induction
the eight joints were divided into two groups. Group 1 animals received intralesional and intra-articular
treatment with PRP and Group 2 animals were treated only with saline solution. The clinical assessments,
constituted by lameness signs and synovial fluid analysis, were performed before induction of injury (time zero)
and every 15 days in 120 days, with last analysis on day 150. The macroscopic and morphologic analysis were
performed at 0 and 150 days. During the experiment Group 1 animals showed improvement in lameness when
compared to Group 2 animals. The macroscopic and morphological analysis showed a better tissue repair in
the treated horses. Thus, the implantation of autologous PRP showed beneficial effects in the treatment of
chondral lesions, experimentally induced in horses.
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INTRODUCAO deterioraco progressiva da cartilagem articular,

acompanhada de alteracbes odsseas e de

A osteoartrite é definida como uma desordem tecidos moles. Em estagios mais avancados, a
das articulagbes, considerada no grupo de osteoartrite é caracterizada por grande perda da
distrbios que resultam em um final comum: integridade condral, o que ocasiona dor,

deformagdes Osseas, esclerose subcondral,
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reducdo da mobilidade e da funcdo articular. Em
cavalos de esportes e na osteoartrite, a cartilagem
articular é intensamente danificada (Schlueter e
Orth, 2004; Mcllwraith, 2005b). Na osteoartrite
sdo encontrados diversos mediadores pro-
inflamatérios catabdlicos. Tais mediadores sdo
determinantes no desenvolvimento da doenga e
compB&em um importante método de avaliacdo do
grau de implicacdo articular (Bertone et al.,
2001; Sutton et al., 2009). As interleucinas sdo
responsaveis pelo aumento de prostaglandinas no
liquido sinovial. Estas causam a sensibilizacdo
de terminagOes sensoriais nervosas, aumento da
dor e degradacdo da matriz extracelular da
cartilagem articular (Schlueter e Orth, 2004).

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

O PRP ¢é um biomaterial autélogo, rico em
fatores de crescimento, com acdo quimiotaxica,
mitogénica, angiogénica, analgésica e anti-
inflamatoria. Os fatores de crescimento liberados
pelas plaquetas, concentradas no PRP, exercem
grande influéncia no processo de reparacdo e
cicatrizacdo, sendo uma ferramenta de grande
utilidade no auxilio ao tratamento de
enfermidades ortopédicas (Maia, 2008; Carmona
et al., 2011). A obtencdo do PRP é relativamente
simples e ndo onerosa. Consiste, basicamente,
em centrifugacdes do sangue total. Diversos
fatores de crescimento sdo capazes de acelerar e
modular os processos de reparacdo, atuando na
proliferacdo celular, diferenciacéo e formagéo de
matriz extracelular (Carmona et al., 2009; Fortier
et al., 2010). Acredita-se que o PRP seja, ainda,
capaz de bloquear a expressdo de fatores
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nucleares e a acdo de moléculas pro-
inflamatorias, como as interleucinas, atuando de
forma anti-inflamatéria e analgésica (El-
Sharkawy et al., 2007). A aplicagdo intralesional
ou intra-articular do PRP reduz os sinais clinicos
da osteoartrite, acelera a reparagdo e néo
apresenta nenhum tipo de efeito indesejavel
(Carmona et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
aplicacdo do PRP sobre
defeitos da cartilagem articular, produzidos
experimentalmente na troclea medial do fémur,
através de exames clinicos, laboratoriais e
artroscopicos, destacando o0s beneficios e
desafios encontrados no uso deste biocomposto
no tratamento de lesGes condro-articulares de
equinos.

MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada durante 0
desenvolvimento do presente trabalho foi
aprovada pela Camara de FEtica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina  Veterindria e  Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, em 17
de dezembro de 2008, sob protocolo 256/2008.

Foram utilizados quatro equinos adultos,
clinicamente higidos, com trés a quatro anos de
idade, divididos em dois grupos (G). As
articulagcbes femoropatelares dos membros
pélvicos direito e esquerdo dos animais foram
abordadas por cirurgia artroscpica para a
realizagdo de um defeito condral e submetidas a
tratamento conforme o grupo. Os animais do G1
receberam implante autélogo de PRP de forma
intralesional e inje¢des intra-articulares. Os do
G2 formaram o grupo-controle do experimento e
foram tratados apenas com solugdo fisioldgica,
seguindo os mesmos procedimentos realizados
para o G1.

O procedimento artroscopico para a indugdo das
lesbes condrais foi considerado como tempo
(dia) zero do experimento (T-0). Foram
estabelecidos dois portais, de acordo com a
técnica descrita por Mcllwraith (2005a). Pelo
portal artroscopico primario, foi inserida a optica
para inspecdo articular, e, pelo portal
instrumental, foram realizados a lesdo condral, 0
implante dos tratamentos e a coleta das amostras
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para 0s exames histopatolégicos e histoquimicos.
A lesdo condral foi realizada na troclea medial
do fémur, o mais proximal possivel e evitando o
sulco intertroclear, criada com o auxilio de
brocas motorizadas, com desgaste suficiente para
obter a dimensdo da lesdo condral desejada. As
lesdes foram induzidas apenas retirando
totalmente a cartilagem hialina, ndo havendo
abrasdo, perfuracdo ou sangramento do 0sso
subcondral, e apresentavam 1cm de diametro.

O PRP foi processado conforme Vendramin et
al. (2006). Foram coletados 80mL de sangue dos
dois equinos de G1 pela venopungdo jugular,
acondicionados em tubos com citrato de sodio a
3,8% e submetidos a duas centrifugacdes
seriadas com crescente velocidade de rotacéo.
Para tal, a contagem do PRP deve ser
igual ou maior que 300.000 plaquetas/pL para a
viabilidade de utilizacdo, obtida pela contagem
microscépica — em cémara de Neubauer
espelhada. O procedimento artroscopico para o
tratamento intralesional foi realizado 30 dias
apos (T-30) a inducdo das lesdes em T-0 (dia
zero). Em T-30, no G1, os tratamentos foram
realizados com o PRP em forma de gel,
permitindo a fixacdo do tratamento no leito
receptor. Para isso, no momento da aplicagdo,
foram adicionados ao PRP 5% de cloreto de
calcio (Calcium Chloride Solution, Sigma -
Aldrich, Sigma Life Science, Brasil) a 10% e 5%
de trombina bovina (Thrombin from bovine
plasma, lyophilized powder, 600-2,000 NIH
units/mg protein (biuret) — Aldrich, Sigma Life
Science, Brasil) para formagéo do gel de fibrina
e ativacdo plaquetéria. A articulagcdo em T-30 foi
insuflada com gas carbonico ao invés de fluido
estéril, permitindo, assim, o implante do gel. As
outras aplicagdes de PRP foram realizadas por
meio de inje¢Bes intra-articulares, na articulacéo
femoropatelar, entre o ligamento patelar médio e
patelar medial, com uma seringa descartavel
portando 10mL de plasma rico em plaguetas para
cada articulacdo, em forma liquida, sem a adi¢do
de trombina. As aplicacBes intra-articulares
foram realizadas a cada 15 dias apds T-30, em
um total de trés aplicacfes (T-45, T-60 e T-75).

A coleta do liquido sinovial para as analises foi
realizada em T-0, a cada 15 dias até 90 dias
(T-15, T-30, T-45, T-60, T-75, T-90), em 120 e
150 dias (T-120 e T-150) para os dois grupos. O
liquido sinovial foi coletado da articulagdo
femoropatelar, entre o ligamento patelar médio e
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0 patelar medial, depositado em frascos com
EDTA e sem EDTA para todas as analises
realizadas. A analise do liquido sinovial foi
dividida em quatro categorias: exame fisico,
exame quimico, exame citolégico e quantificagao
de prostaglandina E, (PGE,). No exame fisico, 0
aspecto e a viscosidade do liquido sinovial foram
avaliados no momento da coleta. No exame
quimico, foram avaliadas, com fitas reagentes de
teste rapido (Combur 10 Test M, Cobas, Roche,
Brasil), a quantidade de proteina e a glicose.
Ainda no exame quimico, o fibrinogénio foi
dosado pelo método de Jain (1993). No exame
citolégico, foi efetuada a contagem global e
diferencial de células nucleadas. Os leucdcitos
foram quantificados em porcentagens.

A determinacdo da  concentracdo  da
prostaglandina E, (PGE,) sinovial foi realizada
por meio de teste imunoenzimatico utilizando-se
um kit ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) comercial (Kit Parameter™ PGE, , PGE,
Assay. R&D Systems, Inc. Minneapolis, EUA.
Distribuido por LGC Biotecnologia, Sdo Paulo,
Brasil), de acordo com as instrugdes observadas
na bula do produto. A absorbéancia foi lida em
comprimentos de 450nm, em leitor de
microplaca ELISA, e foi correlacionada a um
padrdo com variagdo de 18 a 2500pg/mL. As
amostras que se apresentaram fora dessa faixa de
resultados foram reanalisadas apds nova diluicdo.
A curva de regressdo da analise e a conversdo
das densidades épticas obtidas na leitura foram
realizadas com o auxilio de um software (Instat
Graph Pad Instat).

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

Para a realizagdo das andlises histologica e
histoquimica, os cortes foram processados pelas
técnicas habituais de desparafinizacdo e corados
pelos métodos de  hematoxilina-eosina,
picrosirius red e azul de toluidina. A andlise das
laminas foi realizada por microscopia O6ptica
e em microscopio de polarizagdo para as laminas
coradas com picrosirius, sem 0 prévio
conhecimento dos grupos a que pertenciam
cada ldmina. Para a avaliagdo das alteracdes
histolégicas e histoquimicas da reparacdo
da cartilagem lesada, foram considerados
0s seguintes aspectos: predomindncia de
condrécitos, organizacdo celular e tecidual da
cartilagem, qualidade da matriz extracelular,
presenca de fibrilas colagenas e fibrose (Wilke et
al., 2007).

As andlises estatisticas foram realizadas
separadamente, comparando-se 0s grupos dentro
de cada tempo e os tempos dentro de cada grupo.
Para as aferi¢gdes numéricas — contagem de
células nucleadas, contagem relativa de
mononucleares, linfdcitos e neutrofilos —, foram
realizados, de forma separada, a andlise de
variancia de tratamentos com medidas repetidas
no tempo e o teste Tukey para comparagdo de
médias, sendo que as médias foram inseridas nas
tabelas, e os valores de P nas legendas. Para
afericdo em escores — proteina, fibrinogénio e
claudicacdo —, foi usado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis, comparando-se individualmente
o0s tratamentos em cada tempo e separadamente,
e 0s tempos dentro de cada tratamento. Quando
houve diferenga estatistica significativa (P<0,05),
foi usado o teste Tukey para comparacdo das
medianas, sendo os valores de P, neste caso,
inseridos nas tabelas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, ndo foi adotada a lesdo do 0sso
subcondral, sendo apenas exposta a sua
superficie. A perfuragdo ou abrasdo do 0sso
subcondral induz a migragdo de células e dos
fatores de crescimento provenientes da
vasculatura subcondral e da medula dssea para o
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local da lesdo; além disso, facilita a adesdo do
coagulo de fibrina (Vinatier et al., 2009; Fortier
et al., 2010). Sendo assim, a perfuragdo do 0sso
subcondral neste estudo iria, de forma
significativa, interferir na avaliagdo dos efeitos
do tratamento proposto, sendo, portanto,
invariavelmente evitada.

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

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

A utilizac8o de 5% de cloreto de célcio a 10% e
a de um ativador de fibrina igualmente a 5% na
amostra previamente separada para o tratamento
foram suficientes para a formacdo e adesdo do
gel de fibrina. A adicdo de trombina ao PRP
resultou na polimerizacdo do fibrinogénio em
fibrina, que é uma proteina adesiva (Roussy et
al., 2007). O cloreto de célcio demonstrou ser
um fraco ativador plaquetario. Sua principal
funcdo € antagonizar o anticoagulante utilizado,
permitindo a formacdo do gel. Ja a trombina é
um potente ativador, degranulando a maior parte
dos granulos intraplaquetarios, que liberam todo
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0 seu conteudo (Everts, 2006). O gel de PRP,
formado a partir da adigdo de trombina, tem sido
utilizado com arcabougo tridimensional em
tratamentos de lesdes da cartilagem articular. A
facilidade de aplicacdo, a polimerizacdo e a
elevada aderéncia no local da lesdo séo
vantagens apresentadas na utilizagdo desse gel.
Além disso, o gel relne uma variedade de fatores
de crescimento, que favoreceram a diferenciacédo
condrogénica (Wilke et al., 2007).

Os beneficios da aplicacdo intralesional e intra-
articular de PRP refletiram-se na reducdo dos
sinais clinicos associados & osteoartrite. Os
equinos do G1 apresentaram escores de
claudicagdo mais baixos quando comparados aos
do G2 (Tab. 1), mesmo ap6s a flexdo forgada

(P<0,05). Ambos o0s grupos apresentaram
aumento da claudicacdo apds a flexdo forcada.
Carmona et al. (2009) observaram melhora no
grau de claudicacdo em animais portadores de
artropatias apds a terceira aplicagdo intra-
articular de PRP. Ainda segundo o estudo citado
anteriormente, os animais do G1 apresentaram
melhora evidente de claudicacdo apés a segunda
aplicacdo de PRP intra-articular, realizada em T-
45, T-60 e T-75. InjecBes intra-articulares de
plasma rico em plaquetas sdo comprovadamente
benéficas e eficazes na reducdo da claudicacdo
em equinos (Carmona et al., 2009; Lopez-
Vidriero et al., 2010; Carmona et al., 2011). N&o
foram observadas reacGes clinicas indesejaveis
em nenhum dos grupos.

Tabela 1. Mediana dos escores de claudicagdo e valores de P do grupo 1 e do grupo 2 nos tempos do

experimento

Tempo (Dias)

i 0 15 30 45 75 90 120 150 i
ol 00£0  05t05 05%05  2,0%0 10:0  00£0  00:0 0,00 000 oo
Aa Aa Aa Aa Aa Ab Ab Ab Ab '
o 0,00 10£0  1,0005 15809 2,00 2,00 2,00 100 05805 o oo
Ba ABa ABa ABa Aa Aa Aa ABab ABab !
P 1,000 0,565 0,019 0,094 0,002 0,002 0,006 0,007 0,023

Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. *Medianas seguidas por letras distintas mindsculas na coluna e maitsculas

na linha diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Resumo descritivo das medianas seguidas pelo desvio padréo.

No exame do liquido sinovial, o aspecto e a
concentragdo de glicose ndo apresentaram
diferengas significativas entre o0s grupos e
momentos analisados, variando dentro dos
padrdes normais para a espécie. Houve
decréscimo da viscosidade apenas ap6s 0s
procedimentos artroscépicos, em T-15 e T-45.
Para a proteina e o fibrinogénio, quando foram
comparados 0s tratamentos em cada tempo, ndo
se observou diferenca significativa (P>0,05). As
concentragdes de proteina e fibrinogénio foram
elevadas apenas ap06s as cirurgias, variando entre
0s momentos analisados. A sinovite decorrente
das artroscopias resulta em efusdo de liquido
sinovial, influxo de proteinas, fibrinogénio e
leucécitos (Stashak, 2006), explicando essa
alteracéo.

No exame citoldgico do liquido sinovial, as
maiores médias da contagem global de células
nucleadas foram observadas nos momentos T-15
e T-45 para os dois grupos. Na quantificagdo

relativa de células mononucleares, houve
diferenca estatistica entre o0s tratamentos
realizados (P=0,008), e entre o0s tempos

analisados (P<0,001) (Tab. 2). Nos animais
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do G2, a contagem relativa de células
mononucleares foi menor que a dos equinos do
G1 (P<0,001). O liquido sinovial normal deve
apresentar grande quantidade de células
mononucleares (>80%) derivadas de mondcitos
sanguineos, sinoviécitos e macréfagos teciduais.
O decréscimo da contagem de células
mononucleares pode representar graus variados
de sinovite e osteoartrite (Stell, 2008; Pozzobon
et al., 2009), o que provavelmente ocorreu com o
grupo-controle. Em T-45, o G1 apresentou um
aumento significativo da porcentagem de
linfocitos (Tab. 3), o que pode ter sido resultante
de reacdo adversa a trombina, ao cloreto de
céalcio ou, menos provével, ao préprio PRP. A
porcentagem de neutrofilos pode predizer a
magnitude da inflamacédo (Stell, 2008; Pozzobon
et al., 2009). Neste estudo, os animais do G2
apresentaram porcentagens discretamente mais
elevadas de neutrofilos quando comparados aos
do G1 (Tab. 4), refletindo maior inflamacéo
articular. Os do G1 apresentaram resultados
sutilmente melhores nas andlises do liquido
sinovial. O PRP, apesar de possuir efeito anti-
inflamatério, também ativa citocinas, aumenta a
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permeabilidade vascular e realiza quimiotaxia
sobre monocitos, (El-Sharkawy et al., 2007;
Vinatier et al.,, 2009), podendo explicar o0s
valores relativos variados encontrados na analise
do liquido sinovial nos equinos do GI1.

Nos do G2, observou-se maior inflamacéo
articular, comprovada pela reducdo de células
mononucleares e pelo maior valor relativo de
neutrofilos.

Tabela 2. Média relativa de células mononucleares, em porcentagem, no liquido sinovial do grupo 1 e do

grupo 2 em todos os tempos do experimento

Tempo (Dias)

e 0 15 30 45 60 75 90 120 150 e
1 91,2 912 935 538 83,5 468 762 840 455 208
+62  +47  +17  +354  +33 4539  +213 121 4521 '
o 780 665 592 640 81,0 588 545 268 218 58,9
+80  +75 4398  +430  +150 4208  +442 374 311 '
Média 87.0A 824AB 848A 684AB  785AB 52,18 574AB  70.8AB  53.8B

Anédlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo.

Meédias seguidas por letras distintas minusculas na coluna e mailsculas na linha diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05). Resumo descritivo das médias seguidas pelo desvio-padréo.

P tratamento = 0,008; P tempo <0,001; P interagdo tratamento x tempo = 0,163.

Tabela 3. Média relativa de linfdcitos, em porcentagem, no liquido sinovial do grupo 1 e do grupo 2 em

todos os tempos do experimento

Tempo (Dias)

i 0 15 30 45 60 75 90 120 150 e
o1 7.0 6,2 6,5 458 135 22 23,0 135 32 134
+25Ba  +25Ba  +17Ba  +357Aa +25Ba  +28Bb  +204Aab  +145Ba  +4,7Ba '
o2 142 195 10,8 85 16,0 30,8 35 17,2 27.0 164
+37Ma  +64Aa +75Aa  +56Ab  +138Aa +314Aa  +23Ab  +162Aa  +37,2Aa '
Média 8,2 10,6 76 16,8 10,9 131 21,7 188 127

Anédlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo.

Meédias seguidas por letras distintas minusculas na coluna e mailsculas na linha diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05). Resumo descritivo das médias seguidas pelo desvio-padréo.

P tratamento = 0,070; P tempo = 0,073; P interag&o tratamento x tempo = 0,003.

Tabela 4. Média relativa de neutréfilos, em porcentagem, no liquido sinovial do grupo 1 e do grupo 2 em

todos os tempos do experimento

Tempo (Dias)

e 0 15 30 45 60 75 90 120 Ty U
o1 18635 25838  00:0 05+10 30:08 0080 0510 15830 1215
Aab Abc Aa Aa Aa Aa Ab Aa Aa '
o2 100:08 140+138 50:45 2550 30:L15 78822 3829 100168 1225
ABa Aa ABa Ba ABa ABa ABab ABa Ba ’
Média 45 6.9 13 23 44 3.1 44 37 22

Anédlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo.

Meédias seguidas por letras distintas minusculas na coluna e mailsculas na linha diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05). Resumo descritivo das médias seguidas pelo desvio-padréo.

P tratamento<0,001; P tempo = 0,106; P interac@o tratamento x tempo = 0,049.

Na quantificacdo de prostaglandina, houve
diferenca estatistica entre 0s grupos e entre 0s
tempos de andlise durante o experimento
(P<0,001) (Tab. 5). No G2, os valores foram
mais baixos, no de PGE, foram mais baixos, e no
G1 mais altos. Houve um padrdo de acréscimo
da concentracdo de PGE, em T-15 e T-45. O
resultado observado para a concentragdo de
prostaglandina confronta-se com os achados dos
exames clinicos, em que os animais do Gl
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apresentaram o menor grau de claudicagéo.
Tal fato pode ser explicado em conceitos
descritos por De Grauw et al. (2006).
Esses autores observaram que articulacbes
acometidas por diversas doencas articulares,
apresentando concentracdes elevadas de PGE,
ndo apresentavam, necessariamente, melhora do
grau de claudicacdo apdés a anestesia intra-
articular, sugerindo que a PGE, poderia ndo estar
relacionada com o grau de claudicacdo. Além
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disso, apesar do efeito anti-inflamatério do PRP,
plaguetas degranuladas em lesdes tissulares
também sdo capazes de ativar alguns tipos de
citocinas, alterando a composicdo e homeostasia

do liquido sinovial (El-Sharkawy et al., 2007;
Vinatier et al., 2009), o que também poderia
explicar valores mais altos de PGE,,

Tabela 5. Média da concentragdo de PGE, no liquido sinovial do grupo 1 e do grupo 2 em todos os

momentos do experimento

Tempo (Dias)

Sillp® 0 15 30 45 60 75 90 120 150 il
GL 5083 7640 6302 14111 10702 12772 20765 14192 13827  11710a
G2 3952 4986 4760 14727 15977 7253 855,2 1405,9 8709  921,9b

Média  489,9C 5832BC  502,2C  1284,4A 1302,1A

1019,5ABC  1600,5A 1175,6AB  11259AB

Andlise de variancia entre os tratamentos com medidas repetidas no tempo.

Médias seguidas por letras distintas minusculas na coluna e maiusculas na linha diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05). Resumo descritivo das médias seguidas pelo desvio-padréo.

Valores em picogramas por mililitro. Resumo descritivo das médias.

P tratamento=0,013; P tempo<0,001; P interacdo tratamento x tempo = 0,127.

No 150° dia apds a inducdo das lesbes, foram
observadas sinovite e irregularidades ao redor da
lesdo, principalmente nos equinos do G2. Nos do
G1, observou-se melhor tecido cicatricial
macroscopico quando comparado aos do G2
(Fig. 1). Os resultados apresentados na inspecéo
macroscopica das lesdes tratadas corroboram
com dados encontrados na literatura, em que
pesquisas que utilizaram o PRP no tratamento de
lesdes condrais induzidas ou de ocorréncia
natural demonstraram a formagdo de um tecido
cicatricial branco, liso, aparentemente fibroso e
bem aderido, preenchendo completamente as
falhas de cartilagem. As les6es condrais que ndo
foram submetidas a esses tratamentos
apresentaram falha do preenchimento e
manutengdo da degradacdo da cartilagem
articular (Wilke et al., 2007; Mcllwraith et al.,
2010; Raheja et al., 2011).

Os dois grupos apresentaram formacdo de
fibrocartilagem, com diferentes intensidades de
fibrose cicatricial e feixes de fibras colagenas
desorganizadas no local onde foi induzida
a lesdo (Fig. 2). Houve perda de celularidade,
desorganizagdo da matriz interterritorial e
da disposicdo celular. Os equinos do
G2 apresentaram, predominantemente, células
fibroblastoides, e pdde ser observada melhor
organizacdo tecidual e maior nimero aparente de
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condrdcitos nos tecidos cicatriciais nos animais
do G1. Nos cortes corados com picrosirius red
foi confirmada a presenca de grande quantidade
de fibrose nos dois grupos. Porém, nas imagens
polarizadas nos animais do G1, pode-se observar
predominancia de fibrose em fase inicial, com
preponderancia de colageno tipo Il (verde). Os
animais do G2 apresentaram feixes de fibras
mais espessas e predominancia de colageno tipo
I (amarelo).

Nos cortes corados com azul de toluidina, os
equinos do G1 apresentaram marcagdo moderada
e irregular, enquanto os cortes nos do G2 néo se
coraram pelo azul de toluidina. Essa resposta ao
tratamento pode ser decorrente da capacidade do
PRP em reduzir a resposta inflamatdria e inibir
enzimas catabdlicas, favorecendo a organizagao
do colageno, a migracao e a proliferacdo celular
(Carter et al., 2003). A presenca de fatores de
crescimento em abundancia no PRP também
estimula a producdo de proteoglicanos pelos
condrécitos e acelera a reparagdo tecidual
(Gaissmaier et al., 2008), o que esclarece a
melhora no aspecto histoquimico dos cortes
corados com azul de toluidina no G1. A melhora
morfoldgica nos animais do G1 foi resultante dos
efeitos mitogénico, quimiotaxico e proliferativo
do PRP, ja citados por Fortier et al. (2010) e
Milano et al. (2010).
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Figura 1. Imagens artroscopica das articulagdes em T-150. Palpacdo e exame com a probe do tecido
cicatricial preenchendo completamente a lesdo no G1 (A). Remocéo do tecido neoformado para a bidpsia
com auxilio de pinca tipo Ferris-Smith. O tecido cicatricial estd bem aderido as bordas da lesdo no G1
(B). Falhas de preenchimento (setas), irregularidades (setas), fibrilagBes, pouca formacgédo de tecido
cicatricial e manutencéo da degradacéo articular no G2 (C e D).

Figura 2. Fotomicroscopia de luz de G1 (A) e G2(D); H&E. Formacdo de tecido fibrocartilaginoso,
porém com maior predominéncia de condrécitos no G1. Fotomicroscopia de luz de G1 (B) e G2(E); azul
de toluidina. Marcacdo irregular em G1 e nenhuma marcagdo em G2. Fotomicroscopia de luz polarizada
de G1 (C) e G2(F); picrosirius red. O G2 apresenta fibras espessas e predominancia da cor amarela ou
vermelha (colageno tipo I). O G1 apresenta fibras mais finas e predominancia da cor verde (colageno tipo
I1). Objetivas 20x.
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CONCLUSOES

O tratamento das lesGes experimentais com PRP
melhora 0 aspecto macroscépico do tecido de
reparacdo. O PRP reduziu os escores de
claudicacdo dos animais tratados, sendo
clinicamente benéfico no tratamento das lesGes
experimentais. O tratamento ndo minimiza de
forma significativa o grau de inflamagdo
articular, observada pelas analises do liquido
sinovial e pela concentragdo de PGE2 no liquido
sinovial. Os animais tratados demonstram melhor
aspecto histopatoldgico e histoquimico, com a
morfologia mais préxima a cartilagem normal,
quando comparados aos do grupo-controle. O
PRP foi benéfico e eficaz no tratamento de lesGes
condrais induzidas. A correta utilizacdo e
objetivos  definidos tornam essa terapia
promissora no tratamento de lesBes articulares
nos equinos.
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