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USO DE QUITOSANA, HIDROXIAPATITA E PLASMA RICO EM PLAQUETAS
(PRP) NA CICATRIZACAO DE CARTILAGEM TROCLEAR EM COELHOS

RESUMO - A capacidade de cicatrizacdo e reparacdo da cartilagem é bastante
limitada, essa particularidade faz com que lesGes a esse tecido se mostrem como
verdadeiros desafios para a sua resolucdo. A utilizacdo de terapia celular e
biomateriais sado praticas promissoras para a reparacdo de afeccfes em diversos
tecidos. O objetivo do presente estudo foi de avaliar a capacidade da quitosana,
hidroxiapatita e plasma rico em plaquetas em promover a cicatrizagdo de cartilagem
troclear em coelhos. Foram utilizados doze coelhos, de ambos os sexos, pesando
em média 1,7 + 0,4918 kg, o grupo controle (C) foi constituido pelos joelhos direitos
de cada animal e o grupo tratamento (T) pelos joelhos esquerdos. Os animais foram
submetidos a procedimento anestésico e cirirgico, onde foi realizado defeito na
troclea de cada membro, com o grupo C ndo recebendo nenhum tipo de tratamento
e o0 grupo T recebendo implante de quitosana, hidroxiapatita e plasma rico em
plaguetas (PRP). Ap6s o procedimento cirtrgico foi realizado acompanhamento
clinico-ortopédico dos animais, avaliacbes radiograficas e histopatolégicas também
foram realizadas. Dois animais do grupo T e um animal do grupo C apresentaram
claudicacdo, que cessou quatro dias depois do procedimento cirdrgico, nhenhuma
alteracdo clinica-ortopédica foi significativa. A avaliagdo radiografica revelou
auséncia de reacdo 6ssea em 25% dos membros no grupo C e 33% no grupo T,
reacdo 6ssea moderada em 67% no grupo C e 42% no grupo T e reacdo Ossea
intensa em 8% no grupo C e 25% no grupo T. Através da avaliacao histopatologica
pdde-se observar que no grupo T houve uma promocao da reparacao da cartilagem,
isso através da proliferacdo tecidual mais intensa, maior quantidade de
neovascularizacdo e atividade celular mais presente. A utilizacdo de quitosana,
hidroxiapatita e plasma rico em plaquetas promoveu um estimulo a reparacdo da

cartilagem troclear em coelhos.

Palavras-Chave: Biomateriais; Osteotomia; Polimero; Reparacao Tecidual; Terapia Celular.



CHITOSAN, HYDROXYAPATITE AND PLATELET-RICH PLASMA (PRP) USE ON
HEALING TROCHLEAR CARTILAGE IN RABBITS

SUMMARY - The ability to heal and repair the cartilage is quite limited, this feature
causes the damage to this tissue seems real challenges to solve. The use of cell
therapy and biomaterials are promising practices for the repair of diseases in various
tissues. The aim of this study was to evaluate the effect of chitosan, hydroxyapatite
platelet-rich plasma to promote healing trochlear cartilage in rabbits. Twelve rabbits
were used, of both sexes, weighing an average of 1.7 + 0.4918 kg, control group (C)
was made up of the right knees of each animal and the treatment group (T) by left
knees. The animals were subjected to anesthesia and surgery, which was performed
defect in the trochlea of each member with the C group not receiving any kind of
treatment and the T group receiving implants of chitosan, hydroxyapatite and
platelet-rich plasma (PRP). After the surgical procedure, orthopedic clinical
monitoring of animals was performed, radiographic and histopatological evaluations
were also performed. Two animals from group T and one from group C showed
lameness, which ended four days after the surgery, no clinical-orthopedic change
was significant. Radiographic evaluation revealed no bone reaction in 25% of
members in group C and 33% in group T, moderate bone reaction in 67% in group C
and 42% in group T and intense bone reaction by 8% in group C and 25 % in group
T. By histopatological examination it was noted that in the group T was repair
promotion of cartilage, this by more intense tissue proliferation, larger amount of
neovascularization and more cellular activity. The use of chitosan, hydroxyapatite
and platelet-rich plasma promoted a stimulus to repair the trochlear cartilage in
rabbits. The use of chitosan, hydroxyapatite and platelet-rich plasma promoted a

stimulus to repair the trochlear cartilage in rabbits.

Keywords: Biomaterials; Cell Therapy; Osteotomy; Polymer; Tissue Repair.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, todas as areas médicas vém passando por grandes
avancos pautados em melhorias substanciais na cura de doencas que antes
causavam aos pacientes grande desconforto, piorando dessa forma a qualidade de
vida, ou mesmo levando os pacientes ao 6bito (ALFORD et al., 2005).

Um dos principais responsaveis por tantos avancos € a interdisciplinaridade
com outras areas, por exemplo: as engenharias, informatica, robdtica, etc. Nesse
contexto, a cirurgia em parceria com a engenharia de materiais formou uma area
conhecida como engenharia de tecidos, o que tornou-se de fundamental importancia
para o tratamento de lesdes organicas em tecidos especificos, que apresentam
baixa capacidade de regeneracao (OLSSON et al., 2008).

Dentre estes tecidos, podemos citar as cartilagens articulares, que mesmo
com tantos avancos meédicos, a lesdo nessa estrutura apresenta-se como problema
potencial aos cirurgides, que devido a caracteristica do tecido, provoca morbidade
limitante nos pacientes (GOMOLL & MINAS, 2014).

A cartilagem articular possui uma capacidade de regeneragao ou cicatrizacao
bastante limitada, em lesbfes as quais ndo se tenha envolvimento do osso
subcondral, o resultado serd um lacuna vazia. Essa caracteristica do tecido faz com
gue traumas ou doencas degenerativas nessa regido sejam de dificil resolug¢éo (LIU
et al., 2014).

S6 nos EUA no ano de 2001, os gastos com um tipo de lesdo articular
conhecido como osteoartrite (AO) foi de 89 bilhées de doblares, que além dos gastos,
estas lesBes provocam um impacto profundo na qualidade de vida de pacientes
portadores destas afeccdes (LEIGH et al., 2001).

Os tratamentos atuais para regeneracdo das cartilagens articulares podem
ser conservativos ou cirdrgicos, porém nao apresentam grande éxito, uma vez que 0
tecido lesado € substituido por tecido fibroso ou fibrocartilagem, que apresentam
funcBes biomecanicas inferiores ao tecido cartilaginoso (GOMOLL & MINAS, 2014).

Apesar de existir varias formas terapéuticas cirargicas ou medicamentosas
que podem ser utilizadas no tratamento das lesdes em cartilagens articulares, os
estudos cientificos apontam que nao existe nenhum modelo de tratamento ideal, que
possa dessa forma curar completamente as afeccdes neste tecido (KREUZ et al.,
2006).
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Nos ultimos anos, vem sendo crescente a utilizacdo de terapias celulares e
uso de biomateriais para auxiliar no processo de cura em diferentes tecidos,
inclusive cartilagens articulares lesionadas. Dentre estas, 0 uso de quitosana, que é
um biomaterial polimérico, vem merecendo destaque pelo seu poder de estimular a
cicatrizacdo e regeneracao de Vvarios tecidos organicos (KHOR & LIM, 2003).

A hidroxiapatita, classificada como cimento de fosfato de célcio, é relatada
como um biomaterial bastante utilizado, principalmente em lesdes d0sseas, devido a
sua estrutura fisico-quimica semelhante ao osso, servindo de componente para
processos de osteoconducao, nesse caso, promovendo arcabouco para crescimento
cartilaginoso (LEGEROS, 2002).

Bem como a quitosana, o plasma rico em plaquetas (PRP) € outra alternativa
no que se refere a terapias regenerativas teciduais, uma vez que além de facil
obtencdo, também apresenta componentes peptidicos conhecidos como fatores
indutores, que atuam no processo pro-inflamatério desencadeando a reparacdo em
diversos tecidos (ARORA et al., 2010).

Apesar de resultados promissores quando utilizados separadamente o uso da
associacdo de PRP, quitosana e hidroxiapatita na cicatrizacado de tecido 6ésseo ou
cartilaginoso, néo foi relatada em nenhuma literatura

Dessa forma, uma alternativa viavel e que pode ser de excelente
possibilidade para a cura de lesGes em cartilagens articulares é a associacdo desses
trés componentes como PRP, quitosana e hidroxiapatita, utilizados em
procedimentos cirdrgicos nas diversas afec¢cBes cartilaginosas, melhorando a
qualidade de vida nos animais domésticos e humanos.

O presente trabalho, teve como obijetivo, avaliar a regeneracao da cartilagem
articular troclear de coelhos pelo uso da associacdo de PRP, quitosana e

hidroxiapatita.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cartilagem

Por mais de dois séculos os disturbios que comprometem a integridade da

cartilagem articular sdo conhecidos como doencas preocupantes, até os dias atuais,
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mesmo com toda a evolugdo da cirurgia moderna, essa problematica ainda
representa um desafio para a medicina (CARNEIRO et al., 2013).

A cartilagem articular é uma forma especializada de tecido conjuntivo.
Reveste as epifises dos ossos longos e tem como funcdo absorver impactos e
facilitar o deslizamento 6sseo articular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Varias
sao as afeccdes que causam danos a esta estrutura e os tratamentos de reparo sao
inimeros, porém nenhum tipo de tratamento restaura a integridade funcional
adequada da cartilagem hialina.

A cartilagem articular € um tecido com caracteristicas Unicas, ndo possuli
inervagdo, irrigacdo sanguinea ou linfatica, a complexidade da arquitetura desse
tecido, proporciona o suporte e a distribuicdo de cargas impostas sobre as
articulacbes, resultando em movimento praticamente sem atrito entre as
extremidades Osseas, a funcéo e localizacdo do tecido o deixa susceptivel a traumas
ou microtraumas resultantes de anos de uso (GOMOLL & MINAS, 2014).

A capacidade de regeneracao ou de cicatrizacdo é bastante limitada nesse
tecido, qualguer trauma que cause uma lesdo, mesmo que ndo comprometa toda a
espessura da cartilagem articular, resultara em auséncia de tecido no local,
felizmente esse tipo de trauma néo leva a sinais clinicos, entretanto, uma leséo de
espessura completa pode causar dor ou até mesmo levar a inutilizacdo do membro
acometido (ALFORD et al., 2005).

O acometimento do osso subcondral, em casos de leséo de toda a espessura
da cartilagem, leva a producéo de tecido fibroso ou fibrocartilaginoso, esse tecido
formado ndo dispbem das caracteristicas do tecido original, comprometendo a
estrutura e a funcao articular (SMITH et al., 2005).

O que € observado durante a fase de reparo é a predominancia de colageno
tipo |1 ao invés de colageno tipo Il, que é o principal constituinte da cartilagem
articular (MCILWRAITH, 2014). Dessa forma, a natureza do material de reparo é
muito inferior no que se diz respeito a capacidade de absorver cargas biomecanicas,
0 que gera uma cicatrizagdo nao funcional da cartilagem (TRIPPEL & MANKIN,
1996).

Devido ao processo de cura da cartilagem articular cursar de forma pouco
eficaz com os tratamentos existentes, vem sendo crescente o uso da medicina
regenerativa para auxiliar no processo de reparo deste tecido (CAVALLO et al.,
2014; MALMONGE & ZAVAGLIA, 1997). Essa area atua utilizando biomateriais
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compativeis com 0 meio organico, que podem ser inertes ou ativos. Também outro
adjuvante nos processos regenerativos e que vem sendo muito explorado nos

altimos anos, se destaca a utilizacdo de terapia celulares.

2.2.Quitosana

Dentre os biomateriais utilizados para reparo de 0ssos e cartilagens, a
quitosana merece destaque pela sua ampla utilizagéo e possibilidade de estimular o
reparo tecidual (FROHBERGH et al., 2012; PUPPI et al., 2010). E classificado como
um polissacarideo polimérico, obtido da desacetilacdo da quitina, que € o segundo
biopolimero mais abundante da natureza encontrado principalmente na carapaca de
crustaceos (AZEVEDO et al., 2007).

Sua férmula quimica (N-acetil-D-glicosamina) é similar a matriz extracelular
dos diversos tecidos organicos, o que caracteriza como sendo biocompativel e
bioativo (UENO et al., 2001). Sua acdo cicatrizante e atuante na diferenciacéo
celular deve-se pela sua capacidade de ativar os macr6fagos a sintetizarem
peptideos indutores como fator beta transformador, fator de necrose tumoral e
interleucinas 6 e 8, que estimulam o processo regenerativo (GORZELANNY et al.,
2010; UENO et al., 2001).

Em um estudo in vitro conduzido por NEVES et al. (2011), utilizando
quitosana para agregacdo de condrocitos, foi evidenciado que além das células
ficarem vidveis, também produziam matriz extracelular em contato com o
biomaterial. Outro estudo realizado por HAO et al. (2010), em que foram realizados
defeitos na cartilagem articular do joelho em ovinos e tendo sido utilizado hidrogel de
quitosana cobrindo o defeito, foi evidenciado resposta regenerativa, com O0S
condradcitos sintetizando matriz extracelular no local da leséo.

A quitosana possui acdo em diversos tecidos ainda sendo relatados
resultados promissores com sua utilizacdo para cicatrizacdo de feridas cuténeas, e
em diversas apresentacdes, como em gel, fio de sutura e como membrana (DIAS,
2012; HUAIXAN, 2013; MARTINS et al., 2013).

Os biomateriais podem ser utilizados de forma isolada ou ainda podem ser

empregados de forma conjunta, chamados de compoésitos, a associagdo de
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quitosana com hidroxiapatita e gelatina levou a uma aceleracdo do processo de
cicatrizacdo de tecido 6sseo (AZEVEDO, 2013).

2.3. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita € um dos fosfatos de calcio mais pesquisados e empregados
para reparacdo de tecido 6sseo nas areas da medicina humana, medicina
veterinaria e odontologia, isso devido a sua composicédo fisico-quimica semelhante
ao 0sso, representada pela seguinte formula quimica, Caio(POa4)s(OH)2 (AZEVEDO,
2013).

A semelhanca entre a hidroxiapatita e 0 osso vem de sua composicao, que
basicamente é de calcio e fésforo, a relacdo desses dois elementos é o0 que
determina a solubilidade e densidade dos materiais, onde quanto menor a relagéo
maior serd a solubilidade e menor a densidade, a relacdo célcio e fésforo da
hidroxiapatita é de 1,67 (LEGEROS, 2002).

Alguns estudos in vitro mostraram que esse tipo de implante atua como
residuo para que os osteoclastos absorvam o material para ser utilizados pelos
osteoblastos, que sdo as células responsaveis pela producdo dos componentes
organicos da matriz O0ssea, ou seja, funcdo de osteoconducdo, dessa forma
potencializa o processo de osteogénese (AZEVEDO et al., 2012).

Um estudo conduzido com implantes de hidroxiapatita e quitosana isoladas e
associadas em defeitos em fémur de coelhos mostrou que o poder de estimulo para
neoformacédo de tecido da quitosana é superior a hidroxiapatita, entretanto, isso nao

inviabiliza a utilizacdo desse biomaterial (AZEVEDO et al., 2012).

2.4.Plasma Rico em Plaquetas

A utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP) no reparo de varios tecidos
organicos ja é pratica corriqueira em varios seguimentos da odontologia, medicina e
medicina veterinaria. Também vem sendo alvo de estudo a utilizacdo desta pratica
na regeneracdo da cartilagem articular de humanos e animais (WU et al., 2007;
ANITUA et al., 2007).
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O PRP é a extracdo do plasma autélogo, o qual apresenta até 5 vezes mais
plaguetas em relagéo ao sangue circulante, e que carrega alta concentra¢éo de fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF), fato de crescimento fibroblastico (FGF), fato de crescimento
hepatécito (HGF) e fator de crescimento transformador-B (B-TGF), ambos
conhecidos por estimularem a regeneracgéao tecidual (CARNEIRO et al., 2013; MARX,
2000).

Para se obter o PRP, 0 sangue é puncionado de uma veia calibrosa e em
seguida passa por centrifugacdo, dependendo do protocolo que é utilizado e entdo
de forma rapida e pratica, obtém-se o produto rico em fatores indutores que atuam
acelerando e favorecendo a regeneracédo dos tecidos e o6rgaos (KLEIN et al., 2011).

A utilizacdo do PRP na medicina regenerativa representa uma terapia
simplificada, de baixo custo financeiro e possibilita aplicacdes minimamente
invasivas, por exemplo, caso seja aplicada diretamente na articulacdo (TSCHON et
al., 2011).

Estudos in vitro indicam a possivel capacidade proliferativa de condrocitos,
pelo estimulo do PRP diretamente aplicado nas les6es em cartilagens articulares
(CAVALLO et al.,, 2014). Em estudo realizado por CARNEIRO et al. (2013) em
ovelhas, utilizando PRP diretamente em lesdes cirlrgicas iatrogénicas na cartilagem
troclear do joelho, foi observado a capacidade reparativa do tratamento com
preenchimento da lesdo por fibrocartilagem.

A literatura ndo dispde de nenhum relato sobre o uso de plasma rico em
plaguetas, quitosana e hidroxiapatita de forma associada para cicatrizagdo de

tecidos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 12 coelhos adultos, de ambos os sexos, raca Nova Zelandia,

pesando em meédia 1,7 £ 0,4918 kg. O periodo de avaliacdo experimental foi de 4

meses. Cada animal era controle dele mesmo, onde um dos joelhos néo foi tratado e
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o outro foi tratado com associacdo de PRP, quitosana e hidroxiapatita, assim foram
formados dois grupos a saber:

-Grupo C: grupo controle, que foi realizado uma lacuna éssea circular no meio
da troclea femoral direita, com 4 mm de didmetro e 3 mm de profundidade, néo
sendo adicionado nada a leséo;

-Grupo T: grupo tratamento, em que foi realizado a mesma lacuna éssea,
porém na tréclea femoral esquerda, implantando-se na lesdo o PRP associado a
quitosana e hidroxiapatita;

Os animais passaram por periodo de adaptacdo de 21 dias antes do inicio da
experimentacéo, e foram vermifugados com albendazol 10% na dose de 20 mg/Kg
de peso vivo por via oral. Durante o periodo experimental, os animais foram
alocados em gaiolas (Figura 1 B), dentro de ambiente protegido de sol e chuva

(Figura 1 A), receberam racdo balanceada comercial especifica para coelhos, duas

vezes ao dia e tiveram acesso a agua potavel a vontade.

Figura 1. - Ambiente onde se localizavam as gaiolas (A). Gaiolas onde eram alocados 0s

animais (B).

3.2.Preparo da Quitosana

A solucao polimérica foi preparada pela dissolu¢do de 3 g de quitosana em
100 ml de uma solucéo a 1% (v/v) de acido acético glacial sob agitacdo magnética a
45° C por 2 h. Em seguida, a solucéo foi vertida em placas de petri e acondicionadas

em ultra freezer a -70°C por 24 h. Em seguida o material foi colocado no liofilizador
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por 72 h. Depois de liofilizados os arcabougos foram imersos em hidréxido de sédio
a1l M porlh e em seguida lavados com agua destilada para retirada do excesso
de hidroxido de soédio. A solucdo foi novamente imersa em &agua destilada,
congelada em ultra freezer e liofilizada para obtencdo dos arcaboucos com pH

proximo do neutro.

3.3. Preparo da Hidroxiapatita

O fosfato de célcio foi obtido através de método de precipitacdo por via Umida
gue envolve uma reacdo de neutralizacdo entre as solucdes de acido fosforico
(H3PO4) e hidroxido de calcio [Ca(OH)2]. As quantidades das solucdes foram
estequiometricamente determinadas de acordo com o valor da relagdo atbmica entre
os atomos de célcio e fésforo e adaptada pelo Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO). Em seguida, o p6é de
Ca(OH)2 foi adicionado a &gua deionizada, agitado e aquecido até atingir a
temperatura de 80°C. A esta solugao foi adicionada, lentamente, a solucdo H3PO4,
sob agitacdo constante. Apés a completa mistura dos dois reagentes foi elevada a
temperatura para 100°C e mantida a agitacdo até atingir a viscosidade de uma
pasta. A pasta ceramica obtida foi seca a 110°C por 24 horas e em seguida o
produto foi desaglomerado, classificado em peneira 200 mesh para obtencdo do pé
e tratado termicamente com uma taxa de aquecimento de 20°C por minuto e

mantido a 1100°C por 2 horas.

3.4.Preparo do Plasma Rico em Plaquetas

O protocolo de preparo do PRP foi realizado de acordo com o protocolo de
WU et al. (2007). Imediatamente antes do procedimento operatério, foi coletado 3
mL de sangue puncionados da veia jugular de cada coelho, o sangue foi transferido
para tubo de ensaio contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O sangue
coletado foi submetido a uma primeira centrifugacao durante 10 minutos com 1.800
rpm. Seguindo o protocolo, o plasma sobrenadante obtido da primeira centrifugacéo

foi transferido para outro tubo de ensaio estéril e centrifugado por mais 10 minutos
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numa rotagéo de 3.600 rpm. O PRP que estava localizado na porgéo inferior do tubo
de ensaio foi puncionado com ajuda de agulha estéril e aplicado na lacuna troclear
do grupo T.

3.5. Procedimento Cirargico

No pré-operatorio cada animal foi submetido a jejum sdlido por 6 horas e
liquido por 2 horas. A tricotomia foi feita com aparelho de tricotomia e compreendeu
ambos joelhos, com ampla margem para o campo operatorio. Os animais foram
tratados previamente ao procedimento operatério com antibiotico terapia profilatica
com ceftriaxona sodica a 20% na dose de 30 mg/Kg administrado 30 minutos antes
da operacdo, com intuito de evitar processo infeccioso. Para o controle da dor,
analgesia preemptiva, e também evitar processo inflamatério exacerbado, foi
administrado pela via IM, momentos antes do procedimento cirirgico, meloxicam na
dose de 0,2 mg/kg, seguindo nos dois dias subsequentes 0,1 mg/kg. A medicacéo
pré-anestésica foi constituida de acepromazina 1% na dose de 0,2 mg/Kg por via
intramuscular (IM) e anestesia com tiletamina associada ao zolazepam a 10% na
dose de 15 mg/kg (IM). Também foi realizada anestesia epidural lombo-sacra, na
dose total de 0,3 ml/kg, com mistura farmacoldgica de lidocaina 2% associado a
xilazina a 2% e morfina a 1% nas doses de 0,22 ml/kg, 1,5 mg/kg e 0,1 mg/kg,
respectivamente.

A anti-sepsia das areas operatorias foi realizada com solucao alcodlica de
clorexidina 0,5%. ApoOs a delimitacdo da area operatéria com panos de campo, no
grupo C, foi realizada uma incisdo cutanea parapatelar lateral do joelho direito,
seguida de artrotomia com exposi¢cao da articulacdo. Seguindo o procedimento, foi
confeccionado uma lacuna 6ssea circular com broca trefina medindo 4 mm de
didmetro e 3 mm de comprimento. ApGs a confec¢éo do orificio e retirada de tampéao
(Figuras 2 A e B), foi realizada a capsulorrafia com pontos “Wolf” separados com fio
nailon cirdrgico 2-0. Prosseguiu-se com reducdo do espa¢co morto do subcutaneo
utilizando categute cromado 3-0 com padrdo de sutura intradérmica e dermorrafia

utilizando nailon cirargico 3-0 e padrao de sutura em “Wolf” separado.
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No grupo T, foi realizado o mesmo procedimento cirargico que o grupo C,
porém o joelho operado foi o esquerdo, e a lacuna Ossea confeccionada foi
preenchida com PRP, quitosana e hidroxiapatita (Figuras 3 A, B e C).

Nos primeiros dez dias de pos-operatorio (PO) foi feita anti-sepsia da ferida
cirirgica com solucéo fisioldgica a 0,9% e bactrovet spay até a remocdo dos pontos

externos.

Figura 2. - Realizacdo de osteotomia femoral (A).

Tampao retirado da tr6clea femoral (B).
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Figura 3. - Colocacdo de hidroxiapatita no defeito 6sseo (A). Adicdo de PRP com

auxilio de seringa estéril na regido do defeito 6sseo (B). Colocacdo do
implante de quitosana no defeito ésseo (C).

3.6. Avaliacéo Clinico-Ortopédica

Os animais foram avaliados diariamente durante os primeiros 10 dias de PO
até a remocéao dos pontos cirlrgicos externos. Apés esse periodo, os animais foram
avaliados duas vezes por semana durante todo periodo experimental. A avaliacao foi
do processo deambulatério dos animais em piso plano aspero (presenca de
claudicagéo), inspecéo e palpacdo dos membros em busca de presenca de dor e
avaliar atrofia muscular do grupo muscular quadriceps do membro operado e

comparado com o membro contralateral.

3.7.Avaliacao Radiografica

Foram realizados exames radiograficos nas projecdes craniocaudal (CC) e
lateromedial (LM) dos joelhos operados em dois momentos, 7 dias apdés o
procedimento cirargico e 45 dias apés o procedimento cirdrgico. A avaliacdo baseou-
se na presenca de lesdes osteoartriticas, derrame sinovial e presenca de

osteofito/entesiofito periarticular e foram comparados entre si, de forma a
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acompanhar a evolugdo durante o periodo experimental. Com as radiografias de 45
dias apds o procedimento cirargico, foram atribuidos indices de reacao tecidual.

3.8. Avaliagédo Histopatoldgica

Apoés 60 dias de PO os animais foram abatidos através de dissociacdo do
cortex cerebral por concussdo e subsequente sangria. Os dois joelhos de cada
animal foram avaliados comparativamente entre si e entre 0s grupos. Ap0s serem
removidos os dois membros posteriores, foi realizada a coleta dos joelhos e fixados
em formalina tamponada a 10 % durante 10 dias. Os joelhos, ap6s a fixacédo, foram
descalcificados com uma solucdo de éacido cloridrico a 6% durante periodo de 5
dias. Em seguida os fragmentos foram desidratados por passagens em solucdes de
alcool em concentragdes crescentes (70%, 80%, 90% e alcool absoluto). Logo apds,
o material foi lavado em agua corrente e foram incluidos em parafina liquida e,
posteriormente, cortados em fatias transversais de 5um de espessura
compreendendo a interface cartilagem/osso/lacuna 6ssea preenchida ou ndo pelo
tratamento de acordo com o grupo experimental. Seguindo o processo, 0s materiais
teciduais foram montados em laminas de vidro. De cada bloco, foram obtidas quatro
laminas, sendo estas submetidas as técnicas de hematoxilina-eosina. Para a
avaliacdo histopatoldgica foram relevantes achados de reparacdo observado o tipo
de tecido existente (fibroso, fibrocartilagem e/ou cartilagem hialina), regularidade da

superficie articular, celularidade existente e adeséao tecidual aos biomateriais.

3.9. Tratamento Estatistico

Os dados de escores atribuidos as radiografias passaram por estatistica

descritiva sendo os dados expressos em percentuais.



25

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao Clinico-Ortopédica

Os resultados referentes a avaliacao clinico-ortopédica realizada nos animais
estdo descritos na Tabela 1.

Durante a avaliacdo do processo deambulatério pode-se perceber que trés
animais apresentaram claudicacédo, dois deles do membro do grupo T e um do
membro do grupo C. A claudicacdo dos animais perdurou um periodo de quatro dias
apos o procedimento cirurgico, sendo observado posteriormente a normalidade do
processo de deambulacéo.

A evolucdo do quadro de claudicacdo néo foi observada no presente estudo,
sendo o aparecimento do sinal clinico associado a possivel resposta individual dos
animais, o quadro transitorio ndo causou influéncia clinica negativa aos animais.

Os animais acometidos de claudicacdo em poucos dias voltaram ao processo
de deambulacédo normal, fato que promoveu a manutencdo da musculatura, que nao
sofreu nenhum efeito prejudicial durante o periodo experimental, além de sugerir que
a cartilagem articular possuia capacidade de suportar as forcas biomecéanicas
empregadas sobre ela.

Segundo YAMADA e colaboradores (2012) em estudo com PRP aplicado
intralesional e intra-articular em articulacdes lesionadas de equinos, 0s animais que
apresentaram claudicacdo apdés a realizagdo cirargica do trauma, mostraram
melhora clinica evidente ap6s a segunda aplicacéo do PRP.

As lesbBes de cartilagem articular que levem ao aparecimento de sintomas
geralmente sdo afeccbes progressivas, ou seja, tendem a causar uma degeneracao
da articulagéo, levando a um agravamento dos sinais clinicos e consequente perda
funcional do membro (ALFORD et al., 2005), o que nao foi observado no presente
estudo.

A aplicacdo intra-articular de plasma rico em plaguetas é relatada como
terapia com altas taxas de sucesso na reducdo de claudicacdo em equinos
(CARMONA et al., 2009; LOPEZ-VIDRIERO et al., 2010; CARMONA et al., 2011).

A busca por reacao dolorosa revelou que nenhum dos animais apresentaram
esse reflexo em qualguer um dos membros. A auséncia de sinal doloroso no

membro provavelmente estd associado a utilizacdo de medicamento anti-
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inflamatoério de forma correta no pés operatorio, o que evitou o desenvolvimento de

doenca articular, ou leséo progressiva de cartilagem.

Tabela 1. — Avaliacdo clinico-ortopédica de coelhos submetidos a osteotomia

troclear.

Animal Claudicagao Reacédo dolorosa Atrofia muscular
1 Auséncia Auséncia Auséncia
2 Auséncia Auséncia Auséncia
3 Auséncia Auséncia Auséncia
4 Membro tratamento Auséncia Auséncia
5 Auséncia Auséncia Auséncia
6 Auséncia Auséncia Auséncia
7 Auséncia Auséncia Auséncia
8 Membro controle Auséncia Auséncia
9 Auséncia Auséncia Auséncia
10 Auséncia Auséncia Auséncia
11 Auséncia Auséncia Auséncia
12 Membro tratamento Auséncia Auséncia

A osteoartrite pode ser induzida por lesdo na cartilagem, essa patologia
apesar de ser classificada como doenca articular ndo inflamatéria cursa com uma
inflamacdo de pequena intensidade, durante o exame clinico de um paciente
acometido com essa afeccdo a reacdo dolorosa pode ser observada durante a
palpacgéo, junto com outros sinais como limitagdo da amplitude na flexdo e extenséo
do membro, crepitacdo e aumento de volume articular (MORISHIN FILHO & RAHAL,
2008).

Uma vez avaliados os membros dos animais, ndo foi observada atrofia
muscular quando comparados os membros do grupo C com o grupo T. A atrofia do
grupo muscular quadriceps, no caso de doenca articular do membro pélvico,
geralmente é observada como sinal clinico em animais acometidos, e na maioria das
vezes esta associada a hipertrofia compensatéria em outras regides (TODHUNTER
& JOHNSTON, 2003).
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4.2. Avaliacao radiografica
Os indices de reacdo de cicatrizacdo Ossea subcondral atribuidos as

radiografias obtidas 45 dias ap0ds as cirurgias (Figura 5) sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. — Avaliacdo de indice de reacdo de cicatrizacdo 0ssea subcondral com

base em radiografias de ambos os membros (grupos) dos animais.

Membro pélvico

Direito (Grupo C) Esquerdo (Grupo T)

Auséncia de reacao 0ssea 3/12 (25%) 4/12 (33%)
Presenca de reacdo 6ssea moderada 8/12 (67%) 5/12 (42%)
Presenca de reacdo 0ssea intensa 1/12 (8%) 3/12 (25%)

O grupo T apresentou maior nimero de membros tanto com auséncia de
reacdo Ossea subcondral (33%), quanto presenca de reacdo 6ssea subcondral
intensa (25%).

A presenca de reacdo 6ssea subcondral moderada foi mais relatada no grupo
C com 67% dos membros assim descritos.

A radiografia simples € um dos exames de imagem padrdes para a
identificacdo da presenca e progressdo de leséo de cartilagem articular, e pode ser
utilizada para avaliar a integridade de diversas estruturas articulares, inclusive 0sso
e cartilagem (LINK et al., 2003).

Segundo RASERA e colaboradores (2007), o exame radiografico, possui
algumas limitacOes, as alteracdes iniciais causadas pela lesdo da cartilagem
articular s6 sédo evidenciadas posteriormente, quando esta progride e leva ao
aparecimento de leséo 6ssea secundaria, demonstrando a relagdo dependente entre
0sso e cartilagem, o autor relata em estudo com osteoartrite experimental equina,
gue a radiografia sO obteve éxito em demonstrar integridade de cartilagem articular

apos 40 dias do inicio do trauma.
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A utilizacdo das radiografias no presente estudo possibilitou tanto realizar
uma avaliacdo de reacdo de cicatrizacdo éssea subcondral quanto observar a
integridade articular dos membros, obtendo-se resultados satisfatérios devido a
relacdo anatdmica entre cartilagem e osso (Figura 4).

Segundo ALFORD et al. (2005), além de proporcionar um arcabouco
anatdOmico para a cartilagem, o osso subcondral ainda proporciona uma fonte de
vascularizacdo, no caso da cartilagem ausente, necessaria para que a reparacao
tecidual ocorra.

A atribuicdo de indices nas radiografias pode ser considerada um exame
subjetivo, para tornar o estudo mais fidedigno foi associada uma avaliagcéo

histopatolégica.

Figura 4. — Radiografia sete dias de PO de ambos os membros. Local do defeito 6sseo

(setas).
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Figura 5. — Radiografia 45 dias de PO de ambos os membros. Local do defeito 6sseo

(setas).

4.3. Avaliacao Histopatolédgica

A descricdo histopatoldgica do grupo C revelou que no local do defeito foi
observada areas multifocais de moderada proliferacdo de tecido conjuntivo,
presenca moderada de neovascularizacéo e discreta de tecido 6ésseo imaturo.

No grupo T, a histologia mostrou que o local de implante apresentava areas
difusas de acentuada proliferacdo de tecido conjuntivo, areas com presenca do
implante de quitosana agregadas com guantidade abundante de tecido conjuntivo,
intensa neovascularizacao, maior presenca de tecido 6sseo imaturo, além de maior

atividade celular (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. — Avaliagdo histopatoldgica grupo T, presenca do
implante de biomateriais (seta) circundado por
tecido conjuntivo (circulo). Coloracdo com eosina

e hematoxilina. Objetiva 4x.

Figura 7. — Avaliagdo histopatolégica grupo T, presenca do

implante de biomateriais (seta) circundado por
tecido conjuntivo (circulo). Coloracao com eosina
e hematoxilina. Objetiva 4x.
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A diferenca na intensidade de proliferacdo de tecido 0sseo observada no
grupo T, pode ser associada a presenca dos implantes, que promoveram
potencializacdo da reparacao de tecido conjuntivo no local do defeito.

A quitosana pode ser considerada uma grande responsavel pela maior
guantidade de tecido conjuntivo descritos no grupo T, o biomaterial possui estrutura
semelhante a glicosaminoglicanos, os quais comp8em a matriz extracelular de
cartilagens e 0ssos, possuindo capacidade de promover uma potencializacdo do
reparo desses tecidos (AZEVEDO et al., 2013).

A quitosana ainda dispdem da capacidade de ativacdo de células
inflamatoérias como os macréfagos, os quais sao responsaveis pela liberacdo de
interleucinas 6 e 8, além de outros fatores de crescimento que também atuam na
reparacao tecidual (UENO et al., 2001; GORZELANNY et al., 2010).

As funcgbes estimulatérias da quitosana podem explicar a neovascularizagédo
mais intensa como também a maior quantidade de celularidade e de tecido
conjuntivo observados no grupo T.

Segundo AZEVEDO e colaboradores (2012), a hidroxiapatita apresenta um
tempo de biodegradacdo maior quando comparada com outros fosfatos de calcio,
consequentemente levando a uma menor quantidade de tecido 6sseo neoformado.

O fato de que a hidroxiapatita estimula apenas a osteoconducéo, faz com que
esse biomaterial tenha um desempenho inferior quando comparado com outros
biomateriais, como por exemplo, a propria quitosana (AZEVEDO et al., 2013).

O plasma rico em plaguetas (PRP) €& descrita como uma terapia
comprovadamente eficaz na diminuicdo de claudicacdo em equinos provavelmente,
por promover um retorno funcional da superficie cartilaginosa articular (CARMONA
et al., 2009; LOPEZ-VIDRIERO et al., 2010; CARMONA et al., 2011).

Em estudos na espécie ovina o PRP teve fungdo reparativa de cartilagem
articular estimulando a formacdo de tecido fibrocartilaginoso e promovendo uma
integridade estrutural mais completa (CARNEIRO et al., 2013). Dessa forma a
formacao de tecido conjuntivo mais intensa no grupo T descrita no presente estudo,
pode ser associada a influéncia da associacdo de PRP, quitosana e hidroxiapatita,

com todos os componentes estimulando a proliferacéo de tecido conjuntivo.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que a associacao de PRP, quitosana e hidroxiapatita promoveram

atividade sobre a proliferacédo de tecido 6sseo e conjuntivo em coelhos.
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