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RESUMO

Obijetivo: Avaliar a regeneracao da cartilagem articular em defeitos
osteocondrais do joelho induzidos pelo plasma rico em plaquetas
(PRP) autégeno. Métodos: Defeitos osteocondrais produzidos no
sulco troclear de ambos os joelhos de dez ovelhas foram preen-
chidos com PRP autégeno a direita e deixados vazios a esquerda.
Avaliagédo macroscopica e histologica foram efetuadas 12 semanas
mais tarde. Os resultados foram avaliados por um escore geral de
ambas as avaliacdes macroscopica e histoldgica comparativamente
entre os lados por meio do teste pareado de Wilcoxon. Resulta-
dos: o aspecto macroscépico nao foi uniforme entre os animais,
nem diferiu entre os joelhos direitos e esquerdos (p=0,03125); em
nenhum caso o tecido regenerado se nivelou com a cartilagem nor-
mal circundante. Ao exame histologico, cartilagem aparentemente
normal n&o foi detectada em nenhum joelho, mas uma cartilagem
pouco diferenciada estava presente em sete joelhos direitos e em
trés joelhos esquerdos. Tecido fibrocartilaginoso estava presente
nos joelhos restantes, com diferenca significante no escore geral
entre os joelhos direitos e esquerdos (p=0,0313). Conclusao: o PRP
como usado neste estudo tem propriedades reparativas da carti-
lagem articular no joelho de ovelhas, principalmente por estimular
a formacéo de tecido fibrocartilaginoso. Trabalho Experimental.

Descritores: Joelho. Plasma Rico em Plaquetas. Cartilagem
Articular. Ovinos.

ABSTRACT

Objective: To assess the regeneration of osteochondral defects in
the joint cartilage of the knee induced by autologous platelet-rich
plasma (PRP). Methods: Osteochondral defects produced in the
trochlear groove of both knees of ten sheep; defects of the right
knees were filled with autologous PRP and the left knees were
left unfilled. Macroscopic and microscopic evaluation was carried
out 12 week later. The results were evaluated by the total score
of both macroscopic and microscopic evaluations comparing the
two sides through the Wilcoxon paired test. Results: Macroscopic
appearance was not uniform among animals, nor was it different
between the right and left knees (p=0.3125), and in no case the
regenerated tissue was equal to the normal surrounding cartilage.
At histological examination, apparently normal cartilage was not
detected in any knee, but a poorly differentiated cartilage was
present in 7 right knees, compared to 3 left knees. Fibrocartila-
ginous tissue was present in most of the remaining knees, with
a significant difference in the overall score between right and left
knees (p=0.0313). Conclusion: The PRP as used in this study
has reparative properties of the joint cartilage of sheep knees,
mostly by stimulating the formation of a fibrocartilaginous tissue.
Laboratory Investigation.
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INTRODUGAO

No século 18, no seu classico artigo sobre a doenga da cartilagem
articular, Hunter relatou que uma Ulcera da cartilagem articular era
universalmente reconhecida como uma doenga preocupante, pois
era mais dificil de curar do que uma leséo dssea e, uma vez des-

truida, a cartilagem articular nunca recuperaria espontaneamente.’
A despeito do grande progresso experimentado pela moderna cirur-
gia, lesdes da cartilagem articular ainda representam um problema
de dificil solugao. Presentemente, sabemos que o estimulo cirir-
gico da regeneracao da cartilagem articular por meio de orificios
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perfurados no 0sso subcondral produz apenas um tipo de tecido
fioroso ou fibrocartilaginoso, com caracteristicas biogquimicas e
propriedades biomecéanicas inferiores aquelas da cartilagem nor-
mal, tendendo a deteriorar mais rapidamente quando submetido
a carga.>® Com base nisso, 0s especialistas investiram grandes
esfor¢cos no desenvolvimento de procedimentos que pudessem
induzir a regeneracao da cartilagem articular, com opgoes de tra-
tamento que inclufam tanto abordagens conservadoras como inter-
vengoes cirdrgicas.* Entretanto, de acordo com McCormick et al.5,
nenhuma tentativa de tratar defeitos condrais ou subcondrais sem
cirurgia, efetivamente produziu a reparagao da cartilagem articular.
Em um artigo de revisdo, O Driscoll apresentou duas estraté-
gias para o tratamento cirdrgico de lesées condrais, objetivando
prevenir a degeneragao prematura da articulagao: 1) aumentar
a capacidade regenerativa intrinseca da cartilagem por meio da
estimulagao do 0sso subcondral (desbridamento, condroplastia
por abrasao, condroplastia por microfraturas, estimulagao elétri-
ca, agentes farmacologicos e fatores de crescimento); e 2) trans-
plante de tecidos como condrécitos autélogos e heterdlogos,
células condrogénicas (mosaicoplastia, enxerto pericondral) ou
outros tecidos (enxerto periosteal) com capacidade de promover
o0 crescimento de cartilagem nova.® Mais tarde, Mithoefer et al.*
mencionaram uma terceira estratégia de tratamento cirlrgico
centrada no uso de células-base, incluindo o transplante de con-
drécitos autélogos, a implantacédo de condrécitos combinada
com uma armacgao, a implantacdo de enxertos de cartilagem,
terapia génica e células tronco. Com 0s avangos nas areas de
engenharia genética e de tecidos, novos métodos de tratamento
tissular emergiram. Entre eles est4 o uso do plasma rico em
plaquetas (PRP), que é um plasma de sangue autélogo com
alta concentracéao de plaquetas, muito acima do sangue integral,
obtido por centrifugacéo e cujo emprego foi referido na préatica
clinica para estimular a cicatrizagao de tecidos moles e de 0sso
numa variedade de situagdes, sob a alegacdo de que ele carrega
uma alta concentragdo de fator de crescimento derivado das
plaguetas (PDGF) e de fator de crescimento transformador-$
(B-TGF), ambos conhecidos por estimular o crescimento e a
regeneragao de diferentes tecidos.’

O PRP ja tem sido usado por especialidades médicas, tais como
a cirurgia pléstica e reconstrutiva e a otolaringologia, e na odon-
tologia, particularmente para estimular a hemdstase, a cicatriza-
¢ao de partes moles e do 0sso, a adesao de enxertos de pele, a
integragédo de enxertos 0sseos € a fixagdo de implantes nos 0sso
chatos do crénio e da face.®'" Entretanto, apesar da evidéncia
de que o PRP pode ser Util para estimular o reparo espontaneo
de tecidos, o seu papel no reparo da cartilagem articular ainda é
desconhecido e requer investigagdo especifica.

Portanto, a hipdtese de que o PRP estimula a regeneragéo da
cartilagem articular foi testada experimentalmente num modelo de
defeito osteocondral do joelho de ovelhas, com os resultados sen-
do avaliados pelo exame macroscépico e pela analise histolégica
usando um sistema de escores semi-quantitativos.

METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da instituicao de origem dos autores. Todos os animais foram
manuseados de acordo com as recomendacoes do Committee
on Care and Use of Laboratory Animals (National Research Coun-
cil, 1996). O estudo foi conduzido em dez ovelhas fémeas adulta
saudaveis com idade entre 1 e 2 anos, pesando entre 30 e 50kg,
e ambos os joelhos direito e esquerdo foram operados, para a
criagao de um defeito osteocondral no sulco troclear.

Procedimento operatdrio: Os animais eram deixados de jejum
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por 24 horas e atropina (1%, 0,05mg/kg, via subcutanea) e xilazi-
na (2%, 0,22mg/kg, via intramuscular) eram administradas como
pré-medicagao cerca de 15min antes da operagao. A veia jugular
era cateterizada para a coleta de 40ml de sangue utilizado na
preparacao do PRP Terapia fluidica de suporte era feita com solu-
cao fisiolégica a 0,9%, administrada no regime de 1 ml/min; 1.0g
de cefalotina sédica era administrada por via endovenosa como
antibioticoterapia profilatica.

Os animais eram, entéo, anestesiados com uma combinagéo de
xilazina (2%, 0,1 mg/kg) e ketamina (8 mg/kg) em volume suficiente
para o animal desacordar. Quando necessario, metade da dose
inicial era repetida. Nao foi necessaria a intubacao, pois todo o
procedimento cirlrgico era realizado em menos de 40 min, mas
oxigénio puro era continuamente administrado por meio de um
cateter inserido em uma narina.

Ambos os joelhos eram preparado rotineiramente (tricotomia, an-
tissepsia com solugdo de alcool iodado a 20%, colocagéo de cam-
pos estéreis ao redor da area operatéria) e a operagéo era iniciada
no joelho esquerdo. A troclea femoral era exposta através de uma
inciséo parapatelar medial envolvendo a pele, o tecido subcutaneo
e a capsula articular e a patela era luxada lateralmente. Um defeito
osteocondral medindo 8mm de didmetro era entao produzido no
meio do sulco troclear com uma broca manual, cuidado sendo
tomado para nao aprofundar o defeito além do osso subcondral,
mas somente até que o sangramento fosse evidente. Os residuos
eram cuidadosamente removidos com solugéo salina e o defeito
era deixado vazio. A patela era reduzida, a ferida era fechada por
planos e um curativo levemente compressivo era aplicado. Em
seguida, o joelho direito era submetido a um procedimento idén-
tico, mas o defeito era preenchido com o gel de PRP preparado
imediatamente antes.

Preparagéo do PRP: O gel de PRP era preparado imediatamente
de antemao, como se segue: 0 sangue total era coletado da veia
jugular em duas seringas de 20ml, cada uma contendo 2,5ml
de citrato de sddio a 10%. Em seguida, 1ml desse sangue era
colocado em um tubo de teste de 5ml para contagem celular
do sangue total usando um analisador automatico (Coulter STKS
Analyzer, Coulter Corporation, Hialeah, FL, USA). O sangue rema-
nescente era dividido em seis porgdes iguais colocadas em seis
tubos de teste e centrifugadas por 8 min a 1.800 rpm, apds o que
cada amostra era dividida em trés camadas: uma superior, de cor
amarelada (plasma); uma inferior, de cor avermelhada (hemécias);
e uma intermediaria, de cor esbranquigada (leucécitos). O material
entre a porgao inferior da camada de plasma e da porg¢ao superior
da camada de hemacias era pipetado (Figura 1) e transferido para
dois outros tubos de teste de 5ml e centrifugado novamente por 8
min a 1.000 rpm, depois do que o plasma predominava em cada
tubo, com apenas uma pequena camada de hemécias coberta
por uma fina camada de leucdcitos no fundo; 2ml da porgao in-
ferior do plasma eram coletados de cada tubo com uma pipeta e
misturados, o material assim obtido sendo o PRP, por definigo.
As plaguetas foram contadas em 1ml desse material para asse-
gurar que a concentracao era mais alta do que no sangue total.
A concentragéo variou de 120.000 a 250.000/ul, com 1.000.000/ul
sendo detectadas em somente um animal, de modo geral corres-
pondendo a um aumento de 2.57 vezes a concentragdo no sangue
total (variagdo: 1,56 — 4,34 vezes). Esses valores estavam dentro
da variagéo ¢6tima para o PRP Um ml de cloreto de calcio a 10%
era adicionado ao material restante para induzir a coagulacéo do
plasma, resultando no chamado gel de PRP o qual era entéo uti-
lizado para preencher completamente o defeito osteocondral do
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joelho direito (Figura 2). O gel de PRP tem propriedades adesivas
e aderiu facilmente a les&o.'?1?

Estudos histologicos: Os animais eram mortos com uma dose
excessiva de anestésico (pentobarbiturato de sédio a 2,5 %) ad-
ministrado endovenoso, 12 semanas apos a operagao. A extremi-
dade distal dos fémures eram expostas e ressecadas, deixando
as superficies articulares intocadas, para o exame macroscopico
e para a coleta do material para o exame histologico. O exame
macroscopico era efetuado imediatamente, os parametros de ana-
lise sendo: adesao intraarticular, grau de restauragao da superficie
articular, erosdo da cartilagem e aspecto do novo tecido formado
dentro do defeito (Tabela 1).'

Plasma

Leuco-plasma

Glébulos vermelhos

Figura 1. Desenho esquematico mostrando o arranjo das células sangui-
neas no tubo de teste depois da primeira centrifugacao e a regiao de onde
o material foi pipetado para a segunda centrifugacao.

Figura 2. Imagem do PRP inserido no defeito osteocondral.

Tabela 1. Escala de avaliagdo macroscopica.

Descricao Escore
Adeséo intra-articular
Nenhuma 2
Minima 1
Grande 0
Restauracao da superficie articular
Completa 2
Partial 1
Nenhuma 0
Erosdo da cartilagem
Nenhuma 2
Local do defeito 1
Defeito e cartilagem adjacente normal 0
Aspecto da cartilagem
Translucente 2
Opaca 1
Discolorida e/ou irregular 0

Os espécimes eram identificados, colocados em recipientes sepa-
rados contendo uma solucéo aquosa a 10% de formaldeido por 48
horas para fixac&o e, entdo, individualmente descalcificados uma
solugdo aquosa a 7,5% de acido nitrico por outras 48 horas. Cada
espécime era aparado para deixar apenas um bloco contendo
inteiramente o local da lesédo, com um anel de 5mm de largura de
cartilagem normal circundante, e com uma camada de 5mm de
espessura de 0sso trabecular por baixo do 0sso subcondral. Todos
os blocos foram deixados em um banho de gua corrente por 2
horas para remover qualquer residuo de &cido, desidratado por
imersao em solugdes de alcool de concentragéo crescente (80, 85,
90 e 95%) por 1 hora cada, sendo depois montada em parafina,
conforme procedimento de rotina. Foram obtidos cortes histolégi-
cos de 6 mm de espessura, corados alternativamente com hema-
toxilina de Harris (para analise do nucleo e de elementos acidos),
eosina-floxina (para anélise de elementos basicos) e tricromico de
Gomori (para analise de outros elementos). Todos os cortes foram
examinados sob microscopio de luz por um patologista experiente
(JBN) numa base duplo-cego, sendo analisados o0s seguintes
parametros: natureza do tecido regenerado (semelhanga com
tecido fibroso, fibrocartilagem ou cartilagem), regularidade da su-
perficie, integridade estrutural, unido com a cartilagem adjacente
e nivelamento do tecido neoformado (Tabela 2).8

A cada parametro era dado o escore 0, 1 ou 2, correspondendo
a nenhum(a) restauragédo, a uma restauragao intermediéria ou a
restauragdo completa, respectivamente, em comparagado com a
cartilagem normal; a natureza do tecido predominante recebeu o
escore 0, 2 ou 4, correspondente ao tecido fibroso, a cartilagem
pouco diferenciada ou a cartilagem normal, respectivamente. Os
resultados foram avaliados pelo escore total das avaliagbes ma-
croscoépica e histolégica e os dados foram analisados pela esta-
tistica descritiva (mediana e variagao) e em termos de frequéncia
absoluta e relativa. O escore total compreendendo ambas as ana-
lises foram comparados entre o joelho esquerdo (grupo controle)
e o direito (grupo de estudo) pelo teste pareado de Wilcoxon com
correcao de dupla cauda e o nivel de significancia estabelecido
em 5% (p<0,05).
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Tabela 2. Escala de avaliagdo microscopica.

Descrigao Escore
Natureza do tecido predominante

Cartilagem normal 4
Cartilagem pouco diferenciada 2
Tecido fibroso 0

Regularidade da superficie
Lisa e intacta 2
Parcialmente rompida 1
Completamente rompida 0

Integridade estrutural
Intacta 2
Parcialmente separada 1
Completamente separada 0
Unido com a cartilagem adjacente

Completa 2
Parcial 1
Ausente 0

Nivel do tecido neoformado
Igual cartilagem adjacente 2
50 a 100% da cartilagem normal 1
0 a 50% da cartilagem normal 0

RESULTADOS

Os animais toleraram muito bem tanto a anestesia como os pro-
cedimentos operatérios e retomaram a marcha tao logo se reco-
braram da anestesia. A Unica complicacao pos-operatoria foi a in-
fecgao superficial e deiscéncia parcial da sutura cutanea do joelho
direito observada em um Unico animal no 17° dia pds-operatorio.
Anélise macroscépica: Adesao intra-articular ndo foi um proble-
ma, posto que nao foi observada em nenhum joelho. Aspecto de
cartilagem normal nao foi observado em nenhum joelho direito ou
esquerdo. Perda da coloragéo e irregularidade da superficie da
cartilagem circundante normal foi observada em oito (8/10) joelhos
esquerdos, enquanto que opacidade era evidente em seis (6/10).
Restauracao aparente da superficie articular do defeito (Figura 3) foi

Figura 3. Fotografia mostrando a restauragao completa na face articular
do defeito.
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apenas parcial em sete (7/10) joelhos esquerdos (controle), estando
completamente ausente nos demais trés; restauragdo completa era
evidente em dois joelhos (2/10) joelhos direitos (grupo de estudo),
mas era apenas parcial em quatro (4/10), nenhum sinal de restau-
ragdo sendo observado nos quatro joelhos restantes. Eroséo da
cartilagem circundante normal foi observada em oito (8/10) joelhos
esquerdos, mas estava ausente nos joelhos direitos, nos quais pa-
recia circunscrita ao defeito em seis joelhos (6/10). O escore geral
referente aos parametros macroscopicos foi 4,2 (variagao: 2 - 6)
para os joelhos esquerdos e 4,7 (variagdo: 2 — 7) para os joelhos
direitos. (Tabela 3) As diferengas referentes aos achados macrosco-
picos entre os joelhos direitos e esquerdos n&o foram significantes
(p=0,3125) para nenhuma comparagao (Tabela 4).

Tabela 3. Escore geral dos parametros macroscépicos e histolégicos
para os joelhos direito e esquerdo

Joelho direito esquerdo
M 47 +1,7 42+ 1,23
acro (variagao: 2 - 7) (range: 2- 6)
Histo 54 +232 3,6 +2,37
(variagdo: 2 - 8) (variagdo: 1 - 8)

Tabela 4. Resultados do teste pareado de Wilcoxon aplicado ao escore
geral da analise macroscépica(n=10).

Joelho média minimo maximo p
esquerdo 4,2 2 6 .
direito 47 2 7 03125

*nao-significante

Analise microscopica

A restauragdo completa para uma cartilagem de aspecto nor-
mal ndo foi observada em nenhum joelho. Uma cartilagem pouco
diferenciada foi observada em sete (7/10) joelhos direitos € um
tecido francamente fibroso nos trés restantes (3/10). Exatamente
o oposto foi observado nos joelhos esquerdos, com trés mos-
trando uma cartilagem pouco diferenciada em trés (3/10) e sete
mostrando um tecido francamente fibroso (7/10); detalhes dos
aspectos correspondentes sdo mostrados nas Figuras 4A e 4B.
A superficie do tecido regenerado parecia regular e lisa, quase
normal, em um joelho esquerdo e em dois direitos. Nos rema-
nescentes, a superficie estava interrompida, sendo parcialmente
regular em cinco joelhos esquerdos e em seis joelhos direitos. Na
sua porgao interna, o tecido regenerado mostrava grandes fissuras
em sete (7/10) joelhos esquerdos, mas em apenas dois joelhos
direitos (2/10), pequenas fissuras sendo observadas em todos
os demais joelhos (trés esquerdos e oito direitos). A unido entre
o tecido regenerado e a cartilagem pré-existente era semelhante
em ambos 0s grupos, parecendo completa em seis (6/10) e par-
cial em quarto (4/10) joelhos direitos e esquerdos. Em todos os
joelhos, a superficie do tecido regenerado estava desnivelada em
relagdo a cartilagem normal adjacente, aparentando uma depres-
sao superficial. O desnivelamento era mais acentuado nos joelhos
esquerdo, nos quais a espessura do tecido regenerado era menor
do que 50% da cartilagem normal adjacente na maioria (6/10) dos
espécimes, enquanto que nos joelhos direitos esta proporgao
variou entre 50% e 100% (Figura 5). O escore geral referente aos
parédmetros histolégicos foi 3,6 (variagdo: 1 — 8) para os joelhos
esquerdos e 5,4 (variagdo: 2 — 8) para os joelhos direitos (Tabe-
la 3). As diferencgas entre os joelhos direitos e esquerdos foram
significantes (p=0,0313) para todas as comparacoes (Tabela 5).
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Figura 4. Fotomicrografia de luz mostrando o tecido do reparo do joelho
esquerdo (A) e do joelho direito (B). Observar a presenca de tecido carti-
laginoso pouco diferenciado numa lesao preenchida com o PRP (B), em
contraste com o tecido claramente fibroso num joelho que nao recebeu o
PRP (A) (Tricromico de Gomori, 40x).

Figura 5A. Fotomicrografias de pouco aumento de um corte histolégico
do joelho esquerdo. Notar a falha e a separagéo do tecido neoformado em
relagéo a cartilagem adjacente (Hematoxilina-eosina, 1X).

. ) B Y B
Figura 5B. Fotomicrografia de pequeno aumento de um corte histolégico

do joelho direito. Notar o nivelamento e a quase completa integragao entre
os tecidos (Hematoxilina-eosina, 1X).

Tabela 5. Resultados do teste pareado de Wilcoxon aplicado ao escore

geral da analise microscopica(n=10).

Joelho média minimo méximo p
esquerdo 3,6 1 8
- 0,0313
direito 54 2 8
DISCUSSAO

Apesar dos grandes avangos da moderna cirurgia ortopédica, a
corregao cirlrgica de defeitos osteocondrais, principalmente do
joelho, representa um problema desafiados para o especialista.
Enxertos livres de cartilagem podem ser uma possibilidade, mas
as fontes de enxertos autégenos nao séo adequadas, pois nem
sempre estao disponiveis na forma e dimenséo desejadas, en-
quanto que os enxertos homogenos ainda sao apenas uma opgao
tedrica por causa dos problemas imunoldgicos néo resolvidos.
Assim, a procura por novas alternativas de tratamento para promo-
ver a regeneracgao da cartilagem articular tornou-se um imperativo,
dando origem a uma variedade de opgdes, a maioria das quais
envolve algum tipo de procedimento cirdrgico. ldealmente, o tra-
tamento deve envolver um procedimento minimamente invasivo e
o tecido regenerado deve apresentar caracteristicas histolégicas
e bioguimicas e propriedades biomecanicas similares aquelas da
cartilagem normal, incluindo a aderéncia a cartilagem normal cir-
cundante e ao 0sso subcondral.’® O primeiro aspecto ja é possivel
por meio da artroscopia, mas o segundo esta longe do ideal, pois
o tecido regenerado induzido pela maioria dos métodos até agora
desenvolvidos é invariavelmente inferior a cartilagem normal, por
qualquer parametro de comparagéo.

De fato, a estimulagdo do osso subcondral por multiplas per-
furagdes ou escarificagdo é frequentemente utilizada para ten-
tar estimular a regeneragdo da cartilagem, posto que resulta em
sangramento, formagao de um coagulo sanguineo, uma resposta
inflamatoria e liberagao local de fatores de crescimento, assim re-
sultando num tecido de granulagdo que se origina da profundida-
de com potencial de regeneragéo.!” Entretanto, o tecido formado
por meio dessa cascata de eventos depende da localizagéo, idade
e dimenséo do defeito e quase invariavelmente aparece como um
tecido fibroso ou fibrocartilaginoso sem nenhuma similaridade com
a cartilagem circundante normal;'® esse tecido também tende a
deteriorar rapidamente quando submetido a carga repetitiva.23 A
despeito de alguns achados controversos, o PRP tem sido utiliza-
do para reparar defeitos em diferentes tecidos, especialmente em
cirurgia maxilofacial e odontologia, mas também no osso cortical
do aparelho locomotor'® e, teoricamente, a cartilagem articular
poderia se beneficiar das sua propriedades de estimulagéo da
regeneracgao. Essa foi a motivagdo principal da presente investi-
gagao, na qual foi testada a hipotese de que o PRP localmente
aplicado a uma leséo cartilaginosa profunda produziria pelo menos
uma regeneracao parcial da cartilagem perdida, comparado a uma
leséo idéntica deixada vazia para regenerar espontaneamente.
O experimento foi conduzido num modelo de defeito osteocondral
da cartilagem articular do sulco troclear do joelho de ovelhas adul-
tas, as dimensdes do qual, de cerca de 50% do joelho humano,®
facilitaria grandemente os procedimentos cirlrgico e provavel-
mente corresponderia mais de perto a uma situacdo semelhante
em humanos.?>?* O defeito osteocondral foi produzido no sulco
troclear pela simples razéo de que o grau de manutengdo do im-
plante nesse local é maior'® devido a concavidade da superficie
articular, especialmente no vértice.?2 O defeito foi criado de modo
a atingir 0 0sso subcondral para provocar algum sangramento
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e consequente formagéo de coagulo sanguineo e era fundo o
suficiente para reter o gel de PRP no fundo, facilitado pelas pro-
priedades normais de adesao do PRP e por n&o ser perturbado
pelo deslizamento da patela no sulco troclear. O procedimento nao
pareceu causar desconforto duradouro aos animais, 0s quais eram
capazes de retomar a marcha com carga total sobre os membros
operados ja na segunda semana pos-operatdria. A Unica compli-
cacéo observada foi um caso de infecgao superficial, que curou
completamente apds tratamento com antibidticos, aparentemente
sem interferir com o resultado final.

O complexo processo de morfogénese pelo qual os diferentes
tecidos séo formados e reparados ocorre pela diferenciacao de
células mesenquimais pluripotenciais estimuladas pelos diferentes
fatores de crescimento. Estes sdo peptidios com a capacidade
potencial de promover a diferenciagao e o crescimento celular e
tissular pela mediagdo da mitose, da quimiotaxia e do metabo-
lismo, assim estimulando e regulando o processo de reparo dos
vérios tecidos,?* com cada um dos fatores de crescimento estimu-
lando o desenvolvimento de uma célula ou tecido especificos. Os
fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGFs) tém sido
relacionados a atividade mitética das células sanguineas e de va-
rios tecidos em culturas sero-dependentes® e s&o conhecidos por
iniciar a reparagéo espontanea dos tecidos conjuntivos, inclusive
do 0sso, aumentando as mitoses (reparo celular), a angiogénese
(formagao de novos vasos sanguineos) e a atividade macrofagica
(desbridamento). O processo natural de reparo de qualquer tecido
¢ mediado por varios fatores de crescimento e usualmente co-
mega com a formagao do coagulo sanguineo, caracterizado pelo
acumulo de plaquetas, as quais participam tanto do processo de
coagulagao do sangue como da resposta inflamatdria inicial pela
liberacao de citocinas.?8?" Este processo pode também ocorrer na
cartilagem articular desde que o 0sso subcondral seja lesado, cau-
sando algum sangramento e formagao de coagulo seguido pela
liberagéo dos fatores de crescimento, inclusive PDGFs.?® Como
os PDGFs séo altamente instaveis e ndo duram muito depois de
injetados na corrente sanguinea ou nos tecidos, o PRP teorica-
mente é um veiculo adequado para aumentar a sua concentragao
dentro dos tecidos lesados.?

O PRP ¢ definido como um concentrado contendo de quatro a
seis vezes a quantidade de plaguetas presentes no sangue total
normal. E obtido pela centrifugagédo e sua aparéncia e consisténcia
€ a de um gel, no qual hd uma completa inversédo da razéo células
nucleadas/plaquetas.’®?° De fato, em adigao a concentragéo das
plaquetas, a centrifugagao também deve eliminar as células bran-
cas, que inibem irreversivelmente a sintese da matriz cartilaginosa,
lesando a estrutura da cartilagem.® O protocolo usado para obter
o PRP73! utilizado no presente estudo ¢ baseado na centrifugacao,
com separagéo do plasma e dos leucécitos das hemécias, em
um primeiro passo, e com separacao do plasma rico do plasma
pobre em plaguetas, num segundo passo. Entretanto, baseado
num teste-piloto, a separagdo dos componentes do sangue foi
realizado de modo diferente daquele sugerido por autores prece-
dentes. De fato, depois da primeira centrifugacao, a parte do fundo
do material centrifugado foi coletada e o precipitado contendo
as hemacias e os leucécitos foi removido. Isso permitiu obter a
inversdo da razao celular e concentrar as plaquetas acima do nivel
da linha de base do sangue total. Também, o PRP obtido continha
a menor quantidade possivel de leucécitos.

Marx’ relatou que a concentragéo de plaquetas no PRP deve estar
acima do valor da linha-base do sangue total, a concentragéo
ideal sendo de 1.000.000/ul em humanos. Outros autores'33"%2
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relataram que a concentracéo ideal seria de 2 a 3 vezes maior
do que aquela do sangue total. Essas definicoes estédo baseadas
na concentragado normal de plaquetas que varia de 150.000 a
350.000/ul.** De acordo com dados da literatura, a concentragao
média de plaquetas no sangue total de ovelhas é de 100.000/ul*,
mas no presente estudo ela foi de 125.000/ul (variacao: 34.100 —
512.000/ul), resultando numa concentracao de plaquetas no PRP
obtido variando de 1.56 a 4.34 vezes (média: 2.6 vezes) os valo-
res normais. Portanto, o PRP obtido estava dentro dos limites de
concentragdo muito bons e certamente apresentava propriedades
de estimulagao.

Ha muito poucos estudos sobre o uso do PRP para reparar a cartila-
gem articular do joelho. Brehm et al. compararam quatro diferentes
modalidades de molde (scaffold), inclusive o PRP, para a implanta-
¢édo de condrécitos autdlogos dentro do defeito, e demonstraram
um indice de retencdo muito baixo do PRP depois de 4 semanas,
apesar das sua propriedades de adeséo.'?'3 Nossos resultados
indicam exatamente o contrério, com um alto indice de retengéo do
PRP dentro do defeito, devido a sua acentuada adesao. Entretanto,
h& evidéncias de que a estimulagao do reparo ocorre bem cedo,
durante a primeira semana, em resposta a liberagéo dos fatores
de crescimento pela decomposicao do PRP dentro das primeiras
horas da implantagdo, como demonstrado por Marx.” Portanto, nao
¢ imperativo que o PRP permanega dentro do defeito por muito mais
tempo do que alguns dias ou, mesmo, horas.

Os defeitos osteocondrais medindo mais do que 3 mm em dia-
metro nos joelhos de ovelhas ndo cicatrizam espontaneamente,
conforme relatado por Jackson et al.?' e, mais tarde, por Saw et
al.% para defeitos de 4mm de didmetro na tréclea femoral. No
presente estudo, os defeitos de 8mm em didmetro foram propo-
sitalmente utilizados para impedir qualquer reparo espontaneo no
grupo controle e para determinar se o PRP pode, de fato, aumentar
a quantidade e melhorar a qualidade do reparo tissular no grupo
experimental. Esta hipodtese foi confirmada, pois o completo pre-
enchimento do defeito ndo ocorreu em nenhum joelho do grupo
controle, enquanto que dois joelhos do grupo de estudo apre-
sentaram completa restauragéo da superficie articular. Entretanto,
ndo foi observada diferenga estatisticamente significante entre os
grupos em relagéo aos parametros macroscopicos estudados. De
fato, erosOes e alteragdes da aparéncia da cartilagem circundante
normal foram observadas em todos os joelhos dos dois grupos,
provavelmente como consequéncia da abordagem cirlirgica uti-
lizada (artrotomia medial), a qual predispde ao desenvolvimento
de alteragbes condrais da articulagao entre a patela e a tréclea
femoral, de acordo com Lane et al.?°

De acordo com a anélise microscoépica, a espessura do tecido de
reparo foi menor do que a da cartilagem circundante em todos
os joelhos, assim levando a um desnivelamento entre ambos.
Entretanto, o desnivelamento foi mais pronunciado nos joelhos
esquerdos, ndo tratados, nos quais a espessura do tecido neo-
formado foi menor do que 50% do valor normal na maioria dos
espécimes. Por outro lado, para os joelhos direitos a espessura
ficou entre 50 e 100% do normal na maioria dos espécimes (60%),
resultando num desnivelamento menos pronunciado. Além disso,
0 aspecto histolégico do tecido regenerado ficou mais proximo da
cartilagem normal para a maioria dos joelhos direitos (7) do que
para a maioria dos joelhos esquerdos, nos quais o tecido parecia
francamente fibroso ou, no méximo, fibrocartilaginoso. Talvez por
causa disso, a integridade estrutural foi mais completa para a
maioria dos joelhos direitos, embora a unido com a cartilagem
normal circundante era similar para ambos os grupos. Nao houve
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diferenga significante entre os grupos no que se refere a avaliagédo
individual de cada parametro macroscopico e histolégico, mas os
escores gerais da avaliacao histologica foram significantemente
diferentes entre os grupos. Nao ha uma explicagdo razoavel para
a formagao de tecido fibroso ao invés de cartilagem articular apos
a estimulagdo do osso subcondral no processo de reparo tissu-
lar. Mas, fatores parécrinos do microambiente local do defeito
osteocondral sdo possivelmente responsaveis pela formagao de
tecido fibroso ou pela inibigao da formagéo de cartilagem normal.
Entretanto, nossos resultados indicam que o PRP de algum modo
interfere positivamente com este mecanismo, pois a qualidade
do tecido regenerado foi evidentemente melhor no joelho direito.
Num estudo sobre a resposta da artrite degenerativa do joelho de
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