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RESUMO

A presente dissertacdo esta dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo
aborda o estado da arte das lesdes e reparacdes osteocondrais, bem como das
terapias usadas atualmente e o potencial das células-tronco mesenquimais e da
membrana de plasma rico em fibrina nestes tipos de lesdes. O segundo capitulo
avalia a influéncia das células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
(CTMO) e da membrana de plasma rico em fibrina (MPRF), isoladas ou associadas
na reparacao osteocondral do joelho de coelhos. O estudo mostra que a associacéo
de CTMO e MPRF nas proporc¢des avaliadas, 5x10% de CTMO e MPRF de 0,5 x 1
cm resultante de 8 ml de sangue total, foi superior aos tratamentos isolados na
diminuicdo da lesdo iatrogénica. Em todos os grupos a densidade de condrécitos
tanto do tecido regenerado como do tecido adjacente foi maior que a densidade
observada no Grupo 0, ja a densidade de condroblastos todos os grupos foi menor
que a densidade observada no Grupo 0. Em relacdo ao escore total e itens isolados
pertencentes a graduacdo de International Cartilage Repair Society, nado foi
observada diferenca estatistica entre os Grupos A, B, C e D. Conclui-se que a
associacdo de CTMO e MPRF foi mais eficiente em diminuir a leséo iatrogénica do
que a reparac¢ao natural e suas utilizacdes isoladas. Mesmo sem diferenca estatistica
a associacdo da CTMO e da MPRF apresentou uma avaliacdo histolégica mais
uniforme. Esse estudo sera submetido a avaliagdo da Revista Pesquisa Veterinaria

Brasileira.

Palavras-chave: cartilagem articular, osso, medula éssea, fibrina, terapia celular,

microscopia.



ABSTRACT

This dissertation is divided into two chapters. The first chapter deals with the
state of the art of osteochondral lesions and repairs, as well as the therapies currently
used and the potential of mesenchymal stem cells and fibrin-rich plasma membrane
in these types of lesions. Mesenchymal stem cells derived from bone marrow and
fibrin-rich plasma membrane, isolated or associated in the osteochondral repair of
the knee of rabbits. The study shows that the association of CTMO and MPRF in the
proportions evaluated, 5x108 de CTMO e MPRF de 0,5 x 1 cm resulting from 8 ml of
whole blood, was higher than the treatments isolated in the reduction of the iatrogenic
lesion. In all groups the chondrocyte density of both the regenerated tissue and the
adjacent tissue was greater than the density observed in Group 0, whereas the
chondroblasts density in all groups was lower than the density observed in Group O.
In relation to the total and Isolated items belonging to the International Cartilage
Repair Society graduation, no statistical difference was observed between Groups A,
B, C and D. It was concluded that the association of CTMO and MPRF was more
efficient in decreasing the iatrogenic injury than the natural repair and their isolated
uses. Even without statistical difference, the association of CTMO and MPRF
presented a more uniform histological evaluation. This study will be submitted to the

evaluation of the Brazilian Journal of Veterinary Research.

Key words: articular cartilage, bone, bone marrow, fibrin, cell therapy, microscopy.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

A cartilagem € um tecido conjuntivo de origem mesenquimal formada por
células chamadas de condroblastos e pela matriz extracelular que a diferencia em
trés tipos de cartilagem: hialina, elastica e fibrocartilagem. A cartilagem hialina é
encontrada nas fossas nasais, bronquios, traqueia e nas articulacoes
(KIERSZENBAUM, et at. 2012).

A cartilagem articular apresenta caracteristicas fisicas particulares por ter
resisténcia as forcas que atuam sobre as articulacdes e € capaz de absorvé-las
deformando-se, devido a sua elasticidade tem capacidade de retornar a forma
anterior (resiliéncia). Quando a cartilagem articular é submetida a acdo dessas
forcas, o liquido intersticial faz a primeira resisténcia hidrostatica e se distribui para
outros pontos do tecido ocorrendo assim a deformacdao inicial (LEITE e FALOPPA,
2013).

Ela se comporta como uma esponja resistente: quando comprimida, deforma-
se com saida de liquido e catabdlitos; cessada a acao dessas forcas, retorna a sua
forma original pela entrada do liquido sinovial que traz nutrientes, horménios e
eletrdlitos para dentro da matriz extracelular, de onde s&do absorvidos pelos
condrécitos (LEITE e FALOPPA, 2013). Por ser avascular e sem redes linfaticas ou
nervosas (DENNY e BUTTERWORTH, 2006) a sua nutricdo ocorre por embebicéo
do liquido sinovial (LEITE e FALOPPA, 2013).

Uma les&o articular mecénica ou quimica ndo é reconhecida pelo organismo
antes que ocorra a reacao sinovial. Lesdes superficiais tem baixa capacidade de
regeneracao, alguns agentes usados para tratar doenca sinovial podem ser
prejudiciais a cartilagem articular (p. ex., corticosteroides no tratamento da artrite
reumatoide), e ndo sdo detectados pelas células cartilaginosas devido a auséncia de
terminagbes nervosas. A insuficiéncia de vasos sanguineos torna impossivel o
processo de reparo inflamatério apds o traumatismo antes que lesées profundas
invadam o osso subcondral (SCHULZ, 2013).

A condrogénese ocorre por dois mecanismos: 1) intersticial, a partir dos
condrocitos do interior da matriz extra-articular, e 2) aposicional, a partir das células-

tronco progenitoras da superficie ou na por¢cdo mais profunda do tecido cartilaginoso

13



(KIERSZENBAUM, et al. 2012; JIANG e TUAN, 2015). Apesar disso, as lesdes
superficiais da cartilagem articular que néo envolvem o 0sso subcondral, tém pouca
capacidade intrinseca de reparacdo (BRINKER et al., 2009; LEITE e FALOPPA,
2013).

Dentre os tratamentos clinicos utilizados na rotina para osteoartrites estéo a
fisioterapia, acupuntura, eletroestimulacdo, anti-inflamatérios n&o esteroidais,
opioides ou opiaceos, além de regeneradores articulares (FANTONI, 2011;
JOHNSON, 2013).

Baseando-se no conceito de regenerador articular aquele que promove a
reconstituicdo/reorganizagéo de tecidos articulares, diferentes moléculas tém sido
testadas com o propdésito de promover a reconstituicao cartilaginosa e consequente
melhoria do liquido sinovial. Dentre elas estdo os compostos da sucupira-branca
(CARVALHO, et al. 1999; LORENZI e MATOS, 2002; CRAGG e NEWMAN, 2005),
maca peruana (MILLER et al., 2006; CHRUBASIK et al., 2007; MAROON et at., 2006;
TOEGEL et al., 2007), sulfato de condroitina (LARGO et al., 2010; SCHULZ, 2013;
RAYNAULD et al., 2016), sulfato de glucosamina ( MELO et al., 2008; REZENDE e
GOMES, 2009), diacereina (NGANVONGPANIT et al., 2015, MARTEL-PELLETIER
et al., 2010) e metilsufonilmetano (TAMURA et al., 2002).

Os resultados obtidos com tratamentos citados acima se limitam a melhoras
clinicas como diminuicéo da dor, melhora da motricidade, mas sem comprovacéao de
estimular ou promover a regeneracao do tecido osteocondral. Como uma alternativa
para o tratamento de defeitos da cartilagem articular as terapias celulares tém sido
propostas por diversos autores (MATSUMOTO, et al. 2010; FILARDO, et al. 2013;
WANG, et al. 2015).

CELULAS-TRONCO

Células tronco sdo células com duas caracteristicas importantes: capacidade
de diferenciagdo em varios tipos de células “maduras” (multipotentes) e de repor o
pool de células tronco (autorrenovacédo), para manter o desenvolvimento do tecido
(Nombela-Arrieta et al., 2011). As células-tronco mesenquimais (CTMs), sdo células-
tronco adultas, multipotentes (KIM et al., 2015) e dentre as suas sua fun¢des in vivo
esta estabilizar os vasos sanguineos e contribuir para a homeostase tecidual e agir

como agentes imunomediadores (Nombela-Arrieta et al., 2011).
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Estas células secretam fatores bioativos que protegem e reparam o tecido
danificado, além dos efeitos antiapoptoticos, inibitérios da cicatriz, estimulador da
angiogénese e mitogénico para células progenitoras intrinsecas do tecido (CAPLAN;
DENNIS, 2006; KUSUMA et al., 2017). Ha também a secrecdo de moléculas
quimioatrativas pelas CTMs que podem recrutar outros tipos celulares para o reparo
do tecido lesionado (KINNAIRD et al., 2004).

Embora a fonte de tecido influencie o potencial de diferenciacdo, as CTMs
podem ser encontradas e isoladas de varios locais, incluindo medula 6ssea, tecido
adiposo, sindvia, polpa dentéria, ligamento periodontal, matriz de corddo umbilical e
outros tecidos mesenquimais (ROUBELAKIS et al. 2007; BOEUF e RICHTER, 2010).

Sob inducdo apropriada ou condicbes ambientais, as CTMs podem ser
diferenciadas em mudltiplas linhagens de células tais como odontoblastos,
osteoblastos, adipécitos, neurdnios, melandécitos e condrocitos (LV et al. 2014).

As CTMs isolada de sangue de cordao umbilical se apresentam com um bom
potencial condrogénico (PIEVANI et al., 2014).

Em cées a utilizacdo de CTMO em animais com osteoartrite apresentou uma
melhora clinica e uma melhora na qualidade de vida desses animais (HARMAN, et
al., 2016) o mesmo foram observados em humanos (JO et al., 2017).

Estudos em cabras (JULKE et al. 2015), ovelhas (AL FAQEH et al. 2012),
coelhos (HORIE, et al. 2012) e ratos (OKUNO et al. 2014) demonstraram a
capacidade das CTMs aumentar a regeneracao da cartilagem e menisco. Estudos
mostram que as CTMs tém a funcdo de modular a resposta local de células T e
aumentar a regeneracéo tecidual. (LE BLANC E RINGDEN, 2007)

MEMBRANA DE PLASMA RICO EM FIBRINA

A membrana de plasma rico em fibrina (MPRF) foi desenvolvida na Franca,
por Joseph Choukroun, para uso especifico em cirurgia oral e maxilofacial (ANITUA,
2006; CHOUKROUN, 2006; DOHAN, 2006), o uso da MPRF autéloga na cirurgia
oral e maxilofacial favoreceu a cicatrizacdo Ossea e a fixacdo de implantes
odontologicos (DOHAN, 2006).

A MPRF é um concentrado de leucécitos e plaquetas de segunda geracao,
derivada de plasma rico em plaquetas (PRP) [ EHRENFEST et al., 2010; YANG, et
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al. 2012] obtida da centrifugacéo, com baixa rotacdo, do sangue sem anticoagulante
ou aditivos. Apos a centrifugacdo obtém-se um codgulo de fibrina (Figura 1A) que
apos a drenagem do excesso de soro se tornar uma MPRF composta de duas partes
principais, observaveis a olho nu (Figura 1B): uma porcéo de fibrina amarela e uma
porcdo avermelhada localizada na extremidade onde estdo os glébulos vermelhos.
Entre estas duas areas, uma camada esbranquicada denominada "camada
leucocitaria”.

Nos estudos de Ehrenfest et al. (2010) as MPRF foram processadas para
exame por microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura com o objetivo
de realizar um exame detalhado da composicdo e arquitetura da MPRF. Foi
demonstrado no estudo que aproximadamente 97% das plaquetas e acima de 50%
dos leucdcitos estavam concentrados na MPRF e mostraram uma distribuicdo
tridimensional especifica.

L ® 1% .u'

.

Figura 1: Coagulo de fibrina e a membrana de plasma rico em fibrina (MPRF). A)
Aspecto do coagulo de fibrina dentro do tubo sem anticoagulante ou aditivos apoés a
centrifugacgdo (seta maior). B) Retirando a MPRF [seta menor] e retirando 0 excesso
de coéagulo.

Uma ampla gama de eventos intra e extra-articulares e varias proteinas de
sinalizacdo medeiam e regulam o processo de cicatrizacéo de tecidos duros e moles.
Ainda néo se entende todo esse processo, no entanto, sabe-se que as plaquetas
desempenham papel crucial ndo s6é na hemostasia, mas também no processo de
cicatrizagdo de feridas (GASSLING, 2009). A MPRF é um método de concentracao
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de plaguetas no formato de uma membrana autéloga (DOHAN, 2006). A MPRF
consiste em uma membrana de fibrina com alto potencial de reparacdo de lesao
devido a concentracao de fatores de crescimento (ANITUA, et al. 2004).

A hipétese deste estudo € que o transplante de CTMs, devido ao seu potencial
de diferenciacao celular e liberacdo de fatores bioativos, e da MPRF, que atua no
processo de cicatrizagdo, possam auxiliar na regeneracao cartilaginosa apos leséo
traumatica.

O objetivo da presente dissertacdo € avaliar histologicamente e
morfometricamente os efeitos do uso de CTMO e da de MPRF separados e
associados em lesdes osteocondrais iatrogénicas, usando o coelho como modelo

animal.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA\DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS ISOLADAS E
ASSOCIADAS A MEMBRANA DE PLASMA RICO EM FIBRINA NA
REPARACAO OSTEOCONDRAL DO JOELHO DE COELHOS

Influence of mesenchymal stem cells isolated and associated with fibrin rich plasma
membrane in osteocondral repair of the knee of rabbits

RESUMO

Neste estudo foi avaliada a influéncia das células-tronco mesenquimais da
medula éssea (CTMO) e da membrana de plasma rico em fibrina (MPRF) na
reparacdo osteocondral do joelho de coelhos. Foram avaliados 51 coelhos da raca
Nova Zelandia, machos e fémeas, pesando em média 4 kg, com idade média de sete
meses. Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos: Grupo 0
(controle imediato): 7 animais submetidos a remocéao de flape cartilaginoso até a
exposicdo do osso subcondral da troclea femoral, por meio de sulcoplastia por
abrasdo de 0,3 (largura) x 0,9 (comprimento) cm; Grupo A (controle 60 dias): 11
animais submetidos ao mesmo procedimento do Grupo 0; Grupo B (células-tronco):
11 animais submetidos ao mesmo procedimento do Grupo 0 e transplante de 5 x 10°
de CTMO no local da leséo; Grupo C (membrana de plasma rico em fibrina): 11
animais submetidos ao mesmo procedimento do Grupo O e colocacdo de MPRF
sobre a lesdo e Grupo D (CTMO + MPRF): 11 animais submetidos ao mesmo
procedimento do Grupo O e transplante de 5 x 10° de CTMO no local da leséo,
cobertas com MPRF. Animais do Grupo 0 foram submetidos a eutanasia logo apos
remocao do flape cartilaginoso, enquanto que os animais dos Grupos A, B, C e D
foram submetidos a eutanasia apds 60 dias da remocédo do flape cartilaginoso e
terapia estabelecida. Por meio da morfometria e andlise histolégica foi possivel
avaliar se houve diminuicdo do comprimento da lesédo e aumento da densidade de
condrécitos e condroblastos no tecido regenerado e no tecido adjacente. No
presente estudo, pode-se observar que a associacdo dos tratamentos foi superior
aos tratamentos isolados na diminui¢do da lesado iatrogénica. Em todos os grupos a
densidade de condrdcitos tanto do tecido regenerado como do tecido adjacente foi
maior que a densidade observada no Grupo 0, ja a densidade de condroblastos todos
os grupos foi menor que a densidade observada no Grupo 0. Em relagcéo ao escore
total e itens isolados pertencentes a graduacao de International Cartilage Repair
Society, ndo foi observada diferenca estatistica entre os Grupos A, B, C e D. Conclui-
se gque a associacdo de CTMO e MPRF foi mais eficiente em diminuir a leséo
iatrogénica do que a reparacao natural e suas utilizacbes isoladas. Mesmo sem
diferenca estatistica a associacdo da CTMO e da MPRF apresentou uma avaliagdo
histologica mais uniforme.

Palavras-chave: cartilagem articular; medula 6ssea; fibrina; terapia celular; terapia
tecidual.
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ABSTRACT

This study evaluated the influence of bone marrow mesenchymal stem cells
(CTMO) and fibrin-rich plasma membrane (MPRF) on the osteochondral repair of the
rabbit knee. We evaluated 51 New Zealand male and female rabbits weighing on
average 4 kg, with an average age of seven months. The animals were randomly
divided into five groups: Group 0 (immediate control): 7 animals submitted to removal
of cartilaginous flap until exposure of the subchondral bone of the femoral trochlea,
by abrasion sulcoplasty of 0.3 (width) x 0, 9 (length) cm; Group A (control 60 days):
11 animals submitted to the same procedure as Group 0; Group B (stem cells): 11
animals submitted to the same Group 0 procedure and 5 x 108 CTMO transplantation
at the lesion site; Group C (fibrin-rich plasma membrane): 11 animals submitted to
the same procedure of Group 0 and placement of MPRF on the lesion and Group D
(CTMO + MPRF): 11 animals submitted to the same procedure of Group 0 and
transplantation of 5x106 of CTMO at the site of injury, covered with MPRF. Group O
animals were submitted to euthanasia shortly after removal of the cartilaginous flap,
while the animals of Groups A, B, C and D were submitted to euthanasia after 60
days of cartilage flap removal and established therapy. Through morphometry and
histological analysis, it was possible to evaluate if there was a decrease in lesion
length and an increase in the density of chondrocytes and chondroblasts in the
regenerated tissue and adjacent tissue. In the present study, it can be observed that
the association of the treatments was superior to the isolated treatments in the
reduction of the iatrogenic lesion. In all groups the chondrocyte density of both the
regenerated tissue and the adjacent tissue was greater than the density observed in
Group 0, whereas the chondroblasts density in all groups was lower than the density
observed in Group 0. In relation to the total and Isolated items belonging to the
International Cartilage Repair Society graduation, no statistical difference was
observed between Groups A, B, C and D. It was concluded that the association of
CTMO and MPRF was more efficient in decreasing the iatrogenic injury than the
natural repair and their isolated uses. Even without statistical difference, the
association of CTMO and MPRF presented a more uniform histological evaluation.

Keywords: articular cartilage; Bone marrow; fibrin; Cell therapy; Tissue therapy.
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2.1 INTRODUCAO

A cartilagem € um tecido conjuntivo de origem mesenquimal com células chamadas
de condrdcitos. A cartilagem hialina € encontrada nas fossas nasais, bronquios, traqueia e nas
articulagdes. Hialina vem do grego hyalos que significa vitreo (Kierszenbaum, et at. 2012)
leva esse nome devido a sua aparéncia macroscopica ser branca, lisa, brilhante e transluzente,
é também avascular e sem redes linfaticas ou nervosas (Denny e Butterworth, 2006, Leite e
Faloppa, 2013).

Em situacdes normais, figuras mitoticas ndo sdo observadas na cartilagem articular de
animais adultos. Nas laceracOes da cartilagem articular ou na artrose, contudo, o condrécito
pode reiniciar a sintese de DNA e a divisdo celular, possivelmente por meio da liberacéo da
supressdo bioldgica do sistema de replicacdo (Denny e Butterworth, 2006; Hulse e Hyman,
2007).

No estudo realizado por Brinker et al. (2009) em coelhos, foi observado que lacerac6es
superficiais ndo cicatrizaram nem progrediram a distUrbios mais graves um ano apo6s a lesao.
Quando as lesBes eram profundas e invadiram o 0sso subcondral, um tecido reparador de
granulacdo invadiu o defeito, que entéo se transformou em fibrocartilagem por metaplasia. O
resultado final, anos apds a lesdo, foi a presenca de cartilagem de coloracdo alterada e
depressdo grosseira circundada por cartilagem hialina lisa.

Caso as laceragdes nos animais adultos estejam limitadas as camadas superiores da
cartilagem articular avascular, nenhuma inflamagéo ou cicatrizacéo eficaz pode ocorrer, a
atividade mitética certamente ocorre, porém cessa uma semana apés o inicio da leséo (Brinker
et al., 2009; Schulz, 2013).

Nas lesBes na cartilagem articular, os condrocitos e as células sinoviais, produzem
niveis aumentados de citocinas inflamatorias, como a interleucina 1p (IL-1pB) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), que atuam na diminui¢ao da sintese de colageno e aumentam
mediadores catabolicos, como metaloproteinases (MMPs) e outros mediadores inflamatorios,
como interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6), prostaglandina E2 (PGE2) e éxido nitrico
(NO) [DiBattista, 1991; Pelletier, 2001].

Dentre os tratamentos clinicos utilizados na rotina para osteoartrites estdo a
fisioterapia, acupuntura, eletroestimulacéo, anti-inflamatérios ndo esteroidais, opioides ou
opiaceos, além de regeneradores articulares (Fantoni, 2011; Johnson, 2013).

Diferentes moléculas estdo sendo estudadas com o propésito de promover a
reconstituicdo cartilaginosa e consequente melhoria do tecido sinovial, porém todas elas
apresentaram um potencial clinico, facilitaram a reparacdo, mas foram ineficientes na
regeneracdo. Desta forma, novas alternativas terapéuticas estdo sendo consideradas.

Células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo facilmente isoladas e apresentam grande
potencial de proliferacdo em cultura, uma caracteristica importante para sua aplicacédo clinica
(Madrabettu et al., 2015). As CTMs podem ser utilizadas de forma alogénica sem problemas
com a rejeicdo devido a sua baixa imunogenicidade. Estas células apresentam baixa expressao
de antigenos MHC de classe | e auséncia de expressdo de MHC de classe Il e moléculas
coestimuladoras como CD80, CD86 e CD40, além de estimular a proliferacdo de células T
reguladoras CD4+ e CD25+, as quais atuam na indugé@o e manutencao da toleréncia periférica
(Pittenger e Martin, 2004; De Minguel et al., 2012).

As CTMs também podem ter um efeito anti-inflamatorio no local da leséo, pois
reprimem a vigilancia imunologica e inibem a destruicdo mediada pelas células T e B no sitio
danificado (Le Blanc e Ringden, 2007).
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Embora a fonte de tecido influencie o potencial de diferenciacdo, as CTMs podem ser
encontradas e isoladas de varios locais, incluindo medula 6ssea, tecido adiposo, sindvia, polpa
dentaria, ligamento periodontal, matriz de corddo umbilical e outros tecidos mesenquimais
(Roubelakis et al. 2007; Boeuf e Richter, 2010). Sob inducdo apropriada ou condicdes
ambientais, as células-tronco mesenquimais da medula éssea (CTMO) podem se diferenciar
em multiplas linhagens de células tais como odontoblastos, osteoblastos, adipdcitos, células
tipo neural, melandcitos e condrécitos (Lv et al. 2014). O uso de CTMO autélogas para o
tratamento de defeitos da cartilagem articular tem sido proposto (Matsumoto et al. 2010;
Wang et al. 2015; Filardo et al. 2013).

A membrana de plasma rico em fibrina (MPRF) é um concentrado de plaquetas de
segunda geracédo derivado do plasma rico em plaquetas (PRP), que é produzido por meio da
coleta de sangue autélogo em tubos de vidro, sem anticoagulantes e centrifugacdo imediata.
O produto resultante € um biomaterial contendo coagulo de fibrina, plaquetas e leucocitos
com uma concentracdo elevada de fatores de crescimento. O MPRF ndo requer qualquer
ativacdo antes da sua utilizacéo e os fatores de crescimento séo liberados lentamente, durante
um longo periodo de tempo (Ehrenfest, 2009).

A MPRF contém alta concentracdo de fatores de crescimento, incluindo fatores de
crescimento derivados de plaquetas (PDGFs), fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs),
fator de crescimento epidérmico (EGF), fatores de crescimento transformantes (TGF), fatores
de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), e fator de crescimento endotelial vascular
(Yang, et al. 2012). Foi proposto que as plaquetas podem atuar como reguladores locais para
curar ferimentos e regenerar tecidos (Anitua et al. 2004 e Werner e Grose, 2003).

Injarias aos tecidos cartilaginosos das articulagcdes geram doencas degenerativas que
afetam diferentes espécies, sendo bastante documentadas em seres humanos, cées e equinos
tendo grande relevancia na qualidade de vida (Krasnokutsky et al. 2008; Rychel, 2010;
Goodrich e Nixon, 2006). Varios fatores etioldgicos de risco e processos fisiopatoldgicos
contribuem para a natureza progressiva da doenca, dentre outros estdo: idade, sexo, trauma,
uso excessivo (atividade laboral ou comportamental), genética e obesidade. Cada um contribui
de forma singular para o inicio do processo de lesdo em diferentes componentes articulares
(Krasnokutsky, et al. 2008).

As opcdes terapéuticas atuais para lesdes cartilaginosas promovem melhora clinica,
porém ha baixa eficacia regenerativa e o tecido cartilaginoso é incapaz de restabelecer
continuidade (Chen et al., 2016).

A terapia celular, vem contribuindo com a melhora de muitos pacientes com diferentes
afeccdes, as CTMO possuem a capacidade de diferenciacdo, estas células exibem efeitos
paracrinos através da secrecdo de fatores de crescimento, citocinas, mediadores antifibroticos
ou angiogeénicos (Djouad, et al. 2009) e a MPRF libera gradualmente os fatores de crescimento
autologos e expressa um efeito duradouro na proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos in
vitro (He et al. 2009), mas pouco se sabe sobre sua acdo na regeneracao da cartilagem (Leite
e Faloppa, 2013).

O objetivo deste estudo é avaliar o potencial do uso das CTMO e da MPRF na
reparacao osteocondral do joelho de coelhos.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Animais

O experimento foi realizado ap6s aprovacido (ANEXO 1) da Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), seguindo as
normas e principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Foram utilizados 54 coelhos higidos da raca Nova Zelandia, machos e fémeas, pesando
entre 3,5 e 4,5 kg, com idade média de sete meses. Trés foram submetidos a eutanasia para
coleta de medula dssea que serviu como fonte de CTMs. Os demais foram mantidos em
gaiolas individuais com um animal em cada gaiola, com &gua e ragdo ad libitum em biotério
com controle de temperatura (22°C £ 2°C), umidade (45% + 15%), ventilacdo (exaustores
superiores e inferiores) e de ciclos luminosos de 12/12h (Iampada fluorescente).

Os animais foram identificados e distribuidos aleatoriamente em 5 grupos: Grupo 0
(controle imediato): 7 animais submetidos a remogdo de flape cartilaginoso até a exposicao
do osso subcondral, por meio de sulcoplastia por abrasdo de 0,3 (largura) x 0,9 (comprimento)
cm da troclea femoral; Grupo A (controle 60 dias): 11 animais submetidos ao mesmo
procedimento do Grupo 0; Grupo B (células-tronco): 11 animais submetidos ao mesmo
procedimento do Grupo 0 e transplante de 5 x 10° de CTMO no local da lesdo; Grupo C
(membrana de plasma rico em fibrina): 11 animais submetidos ao mesmo procedimento do
Grupo 0 e colocacdo de MPRF sobre a lesdo e Grupo D (CTMO + MPRF): 11 animais
submetidos ao mesmo procedimento do Grupo 0 e transplante de 5 x 108 de CTMO no local
da leséo, cobertas com MPRF.

2.2.2 Isolamento, cultivo e caracterizacdo das células-tronco da medula 6ssea
(CTMO)

O isolamento, o cultivo e a caracterizacdo das CTMO foram realizadas no Nucleo de
Terapia Celular da PUCPR.

Trés animais foram submetidos a eutanasia e os fémures e tibias foram removidos.
Toda a musculatura foi retirada e os ossos foram colocados em placas de Petri contendo
tampéo salina fosfatada (PBS) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA). As epifises foram removidas
e a cavidade medula foi exposta. Com auxilio de seringa e agulha, foi realizada uma lavagem
interna da medula com meio de cultura DMEM (Meio Eagle Modificado de Dulbecco) e
10,000 Ul heparina. A medula 6ssea foi processada imediatamente ap6s a coleta.

O material foi acondicionado em um tubo conico (TPP, Trasadingen, Suica). Para o
isolamento das células mononucleares, foi utilizado o método de separacao por gradiente de
densidade com Ficoll-Hypaque (d =1.077 g/mL) (Sigma Chemical, St Louis, USA) de acordo
com Boyum et al. (1966). As células obtidas ap6s o isolamento, foram plaqueadas em frascos
de cultivo de 75 cm? (TPP, Trasadingen, Suica) e cultivadas com meio DMEM contendo 15%
de soro bovino fetal (SBF) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), 1% de antibiético, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco™ Invitrogen, NY, USA).

As culturas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 (Thermo Fisher
Scientific, OH, USA) O meio foi trocado duas vezes por semana até atingirem a confluéncia
de 80%, quando foram dissociadas utilizando a enzima tripsina-EDTA (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA) e foram replaqueadas até a obtencdo do nimero de células para transplante que foi
de 5x10° células/animal.

Antes do transplante foi realizada a avaliagdo da viabilidade celular com Azul de
Tripan (Sigma Chemical, St Louis, USA) e observagdo em Camara de Newbauer.
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2.2.3 Diferenciacao celular

O potencial de diferenciagdo das CTMs foi avaliado pela inducéo da diferenciacdo em
adipdcitos, osteoblastos e condrocitos. As células foram incubadas com os meios de inducéo
a diferenciacao.

2.2.3.1 Diferenciacao adipogénica e osteogénica

As CTMs foram plaqueadas em triplicata, em duas placas de 24 pocos (TPP,
Trasadingen, Suica) sobre laminulas. As células foram incubadas em estufa a 37°C, com 5 %
de CO; até atingirem uma confluéncia de 80%. Foi adicionado 300 pL de meio comercial para
as diferenciages em adipdcitos e osteoblastos (Gibco™ Invitrogen, NY, USA). A troca de
meio foi realizada trés vezes por semana durante trés semanas. Apos a diferenciacédo
adipocitica, foi possivel observar a presenca de lipideos no interior dos vacuolos, pela
coloracdo com Qil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.). Brevemente, as celulas foram
fixadas com Bouin (Biotec, Labmaster, Parand, Brazil) durante 10 minutos a temperatura
ambiente, lavadas duas vezes com etanol a 70% e uma vez com agua miliQ, e coradas com
uma solucdo de 0.5% de Oil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) durante 1 hora. Para
coloracdo do nucleo foi utilizado Hematoxilina-Eosina (HE) (Biotec, Labmaster, Parana,
Brazil).

Apds 21 dias, as células diferenciadas (osteogénica), foram fixadas com o fixador de
Bouin e coradas com Vermelho de Alizarina S por 15 minutos (Fluka Chemie, Buchs, UK) a
temperatura de 22-24°C para avaliar a presenca de cristais de calcio. O corante Light green
(Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A.) foi utilizado como conta-corante.

2.2.3.2 Diferenciacédo condrogénica

Foi realizada a cultura em micromassa para a diferenciacdo condrogénica. Brevemente
2x10° células em 0,5 mL de meio de cultura foram centrifugadas a 300 g por 10 minutos, em
um tubo cdnico para formar um bot&o celular. Foi adicionado 500 pL de meio de diferenciacédo
condrogénica e as células foram cultivadas durante 21 dias. O meio foi trocado trés vezes por
semana. Apos este periodo, o agregado celular foi fixado com 10% de formaldeido durante
uma hora a temperatura ambiente, desidratado com diluigdes seriadas de etanol e emblocadas
em blocos de parafina. Cortes de 4 um de espessura foram corados com solucédo de Azul de
Toluidina  (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) para demonstrar a presenca de
mucopolissacarideos na matriz intracelular.

As células controle foram mantidas com meio DMEM suplementado com 15% de soro
bovino fetal durante 21 dias.

2.2.4 Técnicas anestésica e cirurgica

Foi realizada tricotomia ampla do terco distal do fémur até o terco proximal da tibia
do membro pélvico esquerdo, antissepsia com alcool 70%, alcool iodado e iodo-povidona.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (20 mg/Kg/IM) e cloridrato
de xilazina (0,15 mg/kg/IM). A manutencdo anestésica foi realizada com isoflurano em
circuito anestésico com oxigénio 100%.

A inducéo da sulcoplastia troclear por abrasao foi realizada conforme método de Souza
et al. (1999) que consiste, resumidamente, em artrotomia lateral do joelho, seguida de luxagao
patelar temporaria, permitindo assim, visualizacdo e remocdo completa (até exposi¢ao do 0sso
subcondral) do flape cartilaginoso de 0,3 cm de largura x 0,9 cm da troclea femoral (Figura
2), a medida usada foi padronizada com uso de molde produzido para este fim (Figura 2).

A cépsula articular foi reconstituida com fio de poliglacina 910 n.3-0 em sutura com
padrdo de Lambert. Os planos seguintes (muscular e tecido celular subcutaneo) foram
aproximados com sutura ancorada de Ford com o mesmo fio. A dermorrafia foi realizada com
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sutura colchoeiro horizontal continua, com sobreposicdo de alguns pontos isolados simples,
com fio de mononailon 3-0.

Figura 1: Imagem do molde metalico usado para padronizar o tamanho das lesGes (3 mm de
largura x 9 mm de comprimento) a) flape cartilaginoso removido (seta) da tréclea femoral de
coelho. b) Aspecto da lesdo iatrogénica ap06s a retirada do flape cartilaginoso.

2.2.5 Transplante intra-articular de CTMO.

Os transplantes de CTMO foram realizados nos animais dos grupos B e D,
imediatamente ap6s a inducdo da lesdo articular por artrotomia do joelho.

No transplante foram utilizadas 5x10® CTMO, diluidas em 50 pl de meio de cultura.
As células foram aplicadas sobre a lesdo com agulha acoplada a seringa de Hamilton e
aguardou-se 5 minutos para a aderéncia das CTMO a lesdo.

2.2.6 Producéo e colocacido de MPRF sobre a leséo.

As MPRFs foram usadas nos Grupos C e D, elas tinham dimensédo de 0,5 x 1 cm e foi
suficiente para recobrir a falha iatrogénica (0,3 x 0,9 cm). No Grupo D, apds os transplantes
CTMO aguardou-se 5 minutos para o transplante da MPRF.

A producdo das MPRFs foi feita pela empresa BmdCon, (Curitiba-PR, Brasil),
Imediatamente apds a indugéo anestésica foram coletados 8 ml de sangue em tubos de coleta
sem anticoagulante e centrifugados durante oito minutos a 2700rpm. O processo de coleta e
de centrifugacdo foram realizados no menor tempo possivel para ndo ocorrer a interferéncia
dos anestésicos e da formacdo de coagulos na formacéo da MPRF.

Com o término deste processo, foi possivel observar que a MPRF ficou dividida em
uma porcao superior de cor branca amarelada e outra de cor avermelhada presente na porgéo
inferior do tubo.

Em seguida, o tubo foi aberto de forma cuidadosa, e com o auxilio de uma pinca
anatdémica foi retirada a MPRF, e com uma tesoura foi realizada a divisdo dessas duas por¢des
(Figura 2a). Em seguida a porcdo superior foi transferida para uma caixa metalica e com a
tampa o material bioldgico foi prensado (Figura 2b). O peso da tampa foi suficiente para retirar
0 excesso de soro e para moldar a membrana.
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Figura 2: Etapas de producdo de membrana de plasma rico em fibrina (MPRF). a) Com uma
tesoura foi separada a porcéo branca da porcéo vermelha da MPRF. b) A porcéo branca foi
colocada na grade da caixa metélica e realizada a pressdo no material biolégico com a tampa
(seta branca) para formacao da MPRF.

2.2.7 Cuidados p6s-operatorios

Ao término do procedimento cirdrgico e por mais trés dias, foi praticada
antibioticoprofilaxia com enrofloxacina 10 mg/kg/sid por via intramuscular, e analgesia com
cloridrato de tramadol 5 mg/kg/bid e meloxicam 0,1 mg/kg/sid, ambos por via subcutanea.

2.2.8 Eutanasia dos animais

Todos os animais pertencentes ao Grupo 0 foram submetidos a eutanasia logo apds o
procedimento cirurgico e os Grupos A, B, C e D foram submetidos & eutanasia dois meses
apos o procedimento cirdrgico.

Os animais foram tranquilizados com cloridrato de cetamina (20 mg/Kg) e cloridrato
de xilazina (0,15 mg/Kg) por via intramuscular, com os animais tranquilizados foram
anestesiados com propofol (20 mg/Kg) aplicado na veia auricular e quando anestesiados foi
aplicado ainda na veia auricular 5 ml de cloreto de potassio.
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2.2.9 Andlise histolégica da area de sulcoplastia troclear por abrasao.

Ap0s eutanésia dos animais, foi realizada coleta da epifise distal do fémur esquerdo.
Estes materiais foram acondicionados individualmente em recipientes contendo formol a
10%. Depois de retirados do formol e lavados com agua corrente por 15 minutos, 0s espécimes
foram cortados no epicentro da &rea da sulcoplastia troclear por abraséo.

Em seguida foram desidratados com alcool, diafanizados em xilol, submetidos a
inclusdo com formac&o dos blocos de parafina e seccionados com micr6tomo a uma espessura
média de 4 pm.

As secdes foram coradas com Hematoxilina-Eosina (universal) e Safranina-O que
permite a avaliacdo da cartilagem.

Inicialmente as laminas foram digitalizadas em aumento de 20x pelo Axion Scan Z1
(Zeiss). Em seguida foi utilizado o software Zen 2® para conversdo das imagens em formato
compativel com o software Image-Pro Plus versdo 4.5.029, isto serviu para a avaliagao das
areas da cartilagem e realizacdo das mensuracdes (Figura 3).

Foi confeccionada uma lamina de cada amostra, no Grupo 0 (controle imediato) foi
realizada a mensuracdo do comprimento da lesdo (em micrémetros) e na mesma lamina, foi
definida a area adjacente a lesdo (um?) e realizado a contagem de condrécitos e
condroblastos. Dividindo o nimero de células pela area obteve-se os valores da densidade
de condrécitos (DCD) e a densidade de condroblastos (DCB). Esses valores foram
considerados como valores de referéncia.
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Figura 3. Mensuracdes da lesdo e Contagens de condrdcitos e condroblastos, em coelho do
Grupo 0. A: tamanho da lesdo apds 60 dias. B: tamanho do tecido regenerado apés 60 dias. C:
Tamanho médio da lesdo iatrogénica do Grupo 0. D: Regido adjacente.

Considerando que o molde metalico realizou lesbes padronizadas (0,3 cm de largura)
por (0,9 cm de comprimento) [Figura 3], ao subtrairmos do valor da lesdo do Grupo 0 (controle
imediato) [Figura 3 — medida C] os valores das lesdes dos Grupos A (controle 60 dias), B
(CTMO), C (MPRF) e D (CTMO + MPRF) [Figura 3 — medida A), foi obtida a diferenca que
corresponde a area regenerada (Figura 3 — medidas B). Na area adjacente a lesdo (Figura 3 —
medida D) foi realizada a mensuracdo da das densidades de condrécitos (DCD) e de
condroblastos (DCB).
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As laminas coradas em HE foram avaliadas de acordo com a escala de avaliagédo
histopatoldgica de cartilagem da International Cartilage Repair Society (ICRS) citado por
Chen et al em 2016 (Quadro 1).

Quadro 1: Escala de avaliacao histopatoldgica de cartilagem (Chen et al. 2016).

Aparéncia Histoldgica Pontos

| Superficie

Suave, nivelado com normal
Suave

Irregular

Fissuras

Fissuras nos 0ss0s

oOFrLrNWAS

Il Matriz

Cartilagem tipo hialina
Hialina e fibrocartilagem
Fibrocartilagem

Células ndo condrdcitas

OoOFrNW

111 Distribuicdo Celular

Colunar

Grupos mistos / Colunares

Clusters

Células individuais, desorganizadas

OFrr N W

IV Osso sudcondral

Normal

Principalmente remodelado
Osteonecrose

Irregular / fraturas

OoOFrNW

V Integracdo com cartilagem circundante

N

Completo
Interrupcdo menor (< 25% da area) 1

VI Mineralizacdo da cartilagem

Normal 3

Calcificacdo anormal / heterotdpica 0
Escala de avaliagdo histopatolégica de cartilagem da International Cartilage Repair Society
(ICRS). Avaliando os critérios de superficie, matriz, distribuicdo celular, aspecto do 0sso
subcondral, integracdo com cartilagem circundante e mineralizacao da cartilagem.

2.2.10 Analises estatisticas.

Para avaliacdo da densidade, tamanho da leséo e avaliacdo histol6gica entre os grupos foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn’s, tanto para a nota total como
para a avaliacdo de cada critério. Para a analise estatistica da colagenizacéo entre 0s grupos
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, com posterior teste de Dunn’s. Os dados estdo sendo
apresentados em mediana. O nivel de significancia adotado foi 5% (a=0,05). Todos os dados
foram analisados no software GraphPad Prism 5.0 para Mac.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Contagem, viabilidade e diferenciacdo das células-tronco mesenquimais
derivadas da medula 6ssea (CTMO)

O numero médio de celulas mononucleates da medula 0ssea obtidas de cada animal
foi de 62,25x10° células, com média de viabilidade celular de 92,8%.

Para a caraterizacdo das células transplantadas, foi realizada a inducdo da
diferenciacdo em adipdcitos, osteoblastos e condrdcitos. Na diferenciacdo adipogénica foram
visualizados vacuolos lipidicos no interior das células induzidas a diferenciacdo. Nas células
tratadas com meio de diferenciacéo osteogénica foi observada a presenca de cristais de célcio.
Nos ensaios de diferenciacdo condrogénica, as CTMs formaram agregados que cresceram em
suspensdo em cultura. Foi possivel observar a presenca de mucopolissacarideos na matriz
cartilaginosa e lacunas ao redor dos condrocitos jovens (Figura 4).

As células controle, ndo demonstraram diferenciacdo espontanea apos 21 dias de

cultivo.
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Figura 4. Diferenciacdo in vitro das CTMO ap6s 21 dias de cultivo. (A, C e E) - células
controle. (B) Células diferenciadas em adipdcitos, demonstrando a presenca de vacuolos
lipidicos no interior das células corados com Qil Red O. (D) - Células diferenciadas em
osteoblastos, presenca de depdsito de célcio corado com Vermelho de Alizarina S. (F) -

Diferenciacdo condrocitica, sendo evidenciado a presenga de mucopolissacarideos na matriz
cartilaginosa e vacuolos ao redor de condrdcitos jovens.

2.3.2 Densidade de condrocitos e condroblastos

As avaliacdes da DCD (Figura 5), DCB (Figura 6) e densidade total das células (DT)
no tecido regenerado (Figura 7) e adjacente entre os grupos, foram obtidas tendo a média da
densidade do Grupo 0 como valor de referéncia (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados das densidades de condrocitos, condroblastos e totais do Grupo 0 e dos

tecidos regenerados e adjacentes dos Grupos A, B, C e D.
Tecido regenerado Tecido adjacente

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
0 A B C D A B C D

DCD  2,891* 11,27®> 12,28® 9,75* 1127° 11,82 1246" 11,32 11,82°

DCB 10,09¢ 4,262  424°  4518"  4262°  4,427°  4,042° 4,087  4,427°

DT 13,25  16,54® 17,09 13,80° 16,54 18,88" 16,51° 14,97° 18,88°
DCD= Densidade de condrdcitos; DCB= Densidade de condroblastos; DT= Densidade total
de células. Letras iguais entre as linhas p>0,05 e letras diferentes entre as linhas p<0,05.
Valores dados em medianas e com a unidade de x10~* cel/um2.

1.5x10731

(e
oy

(o
O

(op
o
(op

7
G

)
)
&

1.0x10-3 4

R
X

|
|
N

L
|
ek
DI\
NN
AN

AR
X

ARVIIIIINIININ
RN

X
N

N

cel/um?2
OO NN NN

2

5.0x10 4

a
0 | : | ;
S @ O 9 v
0" (O (070 0" O
FLLLLLLLL
S S S SKS
FF S S
.. .0.9.0.0.
o o o @ & & B §

3

=

:

3

=

<

Figura 5. Gréfico das densidades de condrdcitos no Grupo 0 e dos tecidos regenerados (Reg.)
e adjacentes (Adj.) dos Grupos A, B, C e D. As barras indicam a mediana. Letras iguais entre
as colunas p>0,05 e letras diferentes p<0,05.
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Figura 6. Gréfico da densidade de condroblastos no Grupo 0 e dos tecidos regenerados e
adjacentes dos Grupos A, B, C e D. As barras indicam a mediana. Letras iguais entre as
colunas p>0,05 e letras diferentes p<0,05.
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Figura 7. Gréfico da densidade das células totais no Grupo 0 e dos tecidos regenerados (Reg.)
e adjacentes (Adj.) dos Grupos A, B, C e D. As barras indicam a mediana. Letras iguais entre
as colunas p>0,05 e letras diferentes p<0,05.

2.3.3 Comprimento da leséo

A largura da lesdo iatrogénica no Grupo O foi, em média, 3085 pm, valor muito
préximo do molde utilizado (0,3 cm = 3000um). O Grupo 0 ndo apresentou diferenca em
relacdo ao Grupo A (2.329um) mas foi diferente dos Grupo B (2.071um), C (1845um) e D
(1.498um).

Os resultados observados no Grupo A s6 foram diferentes do Grupo D, e os Grupos B,
C e D néo apresentaram diferenca estatistica entre eles.
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Figura 8. Grafico do comprimento da lesdo. As barras indicam média e desvio padrdo.
Letras iguais entre as colunas p>0,05 letras diferentes p<0,05.
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2.3.4 Avaliacdo histolodgica.

Foram excluidas as laminas de histopatoldgico que apresentaram alteracdes de
degeneracdo ou deformacdo dssea totalizando no Grupo A 9 laminas (n=9), Grupo B 10
laminas (n=10), Grupo C 12 laminas (n=12) e do Grupo D 10 laminas (n=10).

No critério interagdo da cartilagem e mineralizagdo da cartilagem todos receberam
nota maxima.

Os dados da avaliacdo histolégica foram obtidos (Tabela 2) conforme graduacao
histopatoldgica de cartilagem citado por Chen et al. (2016). Os valores da soma total dos
escores ou a avaliacdo de cada um dos critérios (superficie; matrix; distribuicéo celular; 0sso
subcondral; interacdo da cartilagem circundante e mineralizacdo da cartilagem) nao
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) das suas medianas. Pode-se perceber a distribuicéo
dos escores de cada critério entre os grupos notando uma tendéncia de uma qualidade melhor
da cartilagem do Grupo D, porém sem significancia estatistica.

Tabela 2. Resultados dos valores de critérios histologicos para cartilagem articular,
estabelecidos por Chen et al. (2016) dos animais pertencentes aos Grupos A (controle 60 dias),
B (CTMO), C (MPRF) e D (CTMO + MPRF).

Critérios Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Superficie 1¢ 1¢ 1,5¢ 1,5¢

Matriz 14 14 14 1,5¢

Distribuicao de células 1¢ 1¢ 14 1,5¢
Osso subcondral 14 1¢ 2¢ 24
Interacdo da cartilagem 14 14 14 14
Mineralizagdo da cartilagem 34 34 34 34

Total 8¢ 8,5% 9¢ 10,5¢

Letras iguais entre as linhas p>0,05. Medianas de cada um dos critérios entre 0s grupos.

Quando observamos as distribui¢bes dos escores em cada grupo podemos avaliar a
tendéncia de cada tratamento e seus resultados (Tabela 3)

Na soma de todos os critérios (Figura 9) tendo em vista que a escala vai de 0 a 18 a
menor nota foi 6 e a maior foi 14. No Grupo A das 9 laminas (n=9) trés receberam nota 6, trés
receberam nota 8, uma recebeu nota 9, uma recebeu nota 10 e uma recebeu nota 12. No Grupo
B das 10 laminas avaliadas (n=10) duas receberam nota 6, duas receberam nota 7, uma recebeu
nota 8, uma recebeu nota 9, duas receberam nota 10 e duas receberam nota 12. No Grupo C
das 12 laminas (n=12) duas receberam nota 6, trés receberam nota 7, uma recebeu nota 8, uma
recebeu nota 10, uma recebeu nota 11, uma recebeu nota 12, duas receberam nota 13, uma
recebeu nota 14. No Grupo D das 10 laminas avaliadas (n=10) uma recebeu nota 6, uma
recebeu nota 7, duas receberam nota 8, uma recebeu nota 9 e 5 receberam nota 12.
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Tabela 3. Distribuicdo dos escores em nimero de individuos (n) e sua porcentagem para cada
um dos critérios.

Superficie
Escore 0 1 2 3 4
n % n % n % n % n %
Grupo A 0 0 5 55,56 4 44,44 0 0 0 0
Grupo B 0 0 6 60 4 40 0 0 0 0
Grupo C 0 0 6 50 5 41,66 1 8,34 0 0
Grupo D 1 10 4 40 5 50 0 0 0 0
Matriz
Escore 0 1 2 3 4
n % n % n % n % n %
Grupo A 3 33,3 5 55,5 1 11,2 0 0 Fxk falaiel
Grupo B 2 20 5 50 3 30 0 0 falaiel falaiel
Grupo C 3 25 5 41,66 4 33,34 0 0 Fxk falalel
Grupo D 1 10 4 40 5 50 0 0 falalel falalel
Distribuicdo Celular
Escore 0 1 2 3 4
n % n % n % n % n %
Grupo A 3 33,3 3 33,3 3 33,4 0 0 falaie falaiel
Grupo B 4 40 4 40 2 20 0 0 falaie falaiel
Grupo C 3 25 5 41,66 4 33,34 0 0 falaie falaiel
Grupo D 1 10 4 40 5 50 0 0 falalel falalel
Osso Subcondral
Escore 0 1 2 3 4
n % n % N % n % n %
Grupo A 2 22,2 6 66,6 1 11,2 0 0 falaie falaiel
Grupo B 0 0 6 60 4 40 0 0 falaie falaiel
Grupo C 2 16,6 3 25 3 25 4 33,34  *** falaiel
Grupo D 0 0 4 40 6 60 0 0 falaie falaiel
% - Porcentagem de individuos que alcangaram esse escore.
*** . Escore ndo existente para esse critério.
n — Numero de individuos.
Soma total
100%
60%
40%
= BB
0%
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

M6 M7 m8 W9 W10 m11l m12 m13 m14

Figura 9: Grafico da distribuicdo dos escores de cada critério entre 0s grupos.
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2.4 DISCUSSAO

O tratamento dos defeitos condrais e da osteoartrite, representa um dos maiores
desafios na prética ortopédica humana e veterindria, tal qual citado por Hunter e Felson (2006)
h& pouco mais de uma década, e mais recentemente por Makris et al. (2014). Numerosas
abordagens terapéuticas medicamentosas e cirdrgicas falharam na tentativa de melhorar a
capacidade de recuperacdo do tecido cartilaginoso. Neste contexto, a terapia celular e tecidual
apresentam novas esperancas para promover a regeneracao da cartilagem (Ruetze e Richter,
2014).

Os coelhos foram uma 6tima espécie para experimentacdo em tecido cartilaginoso.
Katayama et al. (2004), Yan et al. (2007) e Coelho (2017) também usaram o coelho para
estudos experimentais no mesmo tecido e tiveram a mesma opinido devido a articulagéo do
joelho do coelho ser proporcionalmente maior em relacdo ao corpo, além da facilidade de
manejo e baixo custo de aquisi¢do e manutencao.

Baseado na ampla casuistica de envolvimento da articulagdo do joelho em lesGes
osteocondrais, a utilizacdo de modelos animais representa uma boa estratégia no
reconhecimento das variaveis envolvidas em tais afec¢Ges, bem como na instituicdo de novas
abordagens de tratamento, inclusive regenerativo.

As células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea (CTMO) e a membrana
de plasma rico em fibrina (MPRF) tém grande efeito anabdlico na formacao Gssea e podem
induzir a diferenciacdo condrogénica, pois foi percebida nota maxima no critério de interacédo
da cartilagem e mineralizacdo da cartilagem, conforme escala de avaliacdo histoldgica ICRS,
tais resultados foram similares aos observados por Lu et al. (2017) e Tong et al. (2017).

Sob inducéo apropriada ou condi¢fes ambientais, as CTMO podem se diferenciar em
condracitos (Lv, et. al. 2014), e ter acdo paracrina pos-transplane, pois alguns autores, ja
demonstraram ag¢des anti-inflamatérias, de angiogénse e anti-apoptose (Queiramont et al.,
2008). Outros autores ja estudaram o uso de células-tronco (CT) em artropatias, pois diferentes
estudos revelavam agdo de osteogénese e condrogénese pds-transplantes de CT (Jang et al.
2002; Santos Jr, 2010).

O uso de CTMO autdlogas para o tratamento de defeitos da cartilagem articular tem
sido proposto (Matsumoto, et. al. 2010; Wang, et. al. 2015; Filardo, et. al. 2013; Coelho,
2017), porém no presente estudo foram usadas células alogénicas por representar de forma
mais fidedigna situacdes clinicas, se considerar o tempo de isolamento, cultivo e
caracterizacdo. O uso de células autélogas inviabilizaria o transplante de CT na fase aguda.
Espera-se que em um futuro proximo bancos de células-tronco estejam disponiveis para o uso
em diferentes hospitais humanos e veterinarios. A MPRF contém alta concentracdo de fatores
de crescimento, incluindo fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs), fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFs), fator de crescimento epidérmico (EGF), fatores de
crescimento transformadores (TGF), fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), e
fator de crescimento endotelial vascular. Estes fatores de crescimento podem auxiliar na
regeneracdo de diferentes tecidos (Werner e Grose, 2003; Anitua, et. al. 2004 e Yang, et. al.
2012), inclusive o cartilaginoso (Fortier, et. al. 2011), entretanto nesse estudo ndo foi
observada resposta favoravel no tocante as analises da superficie, matriz, distribuicéo celular,
0sso subcondral e interacdo da cartilagem circundante em todos os grupos avaliados (CTMO,
MPREF e associados), pois tiveram as mesmas respostas pos lesao traumatica (sulcoplastia por
abraséo).

Resultados parcialmente favoraveis como os observados por Coelho (2016), Lv et al.
(2017) e Tong et al. (2017), comprovam a agdo multifatorial da regeneracdo cartilaginosa.
Recuperacdo da espessura, numero de condrocitos e de camadas de condroblastos ativos
secretores de colageno ainda é algo desafiante.
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Jiang e Tuan (2015) citam que as células-tronco progenitoras intrinsecas do tecido
cartilaginoso estdo localizadas na zona superficial da cartilagem articular, razéo pela qual foi
observado pouco efeito mitogénico das CTMO transplantadas nas células-tronco progenitoras
(Caplan e Dennis, 2006; Kusuma et al., 2017), pois os transplantes foram intralesionais,
dispersos, portanto, na sua maioria no 0sso subcondral.

Apesar do transplante realizado nesse estudo ser intralesional os fatores bioativos que
geram a estimulacdo causada pelos fatores de crescimento da MPRF (Ehrenfest, 2009) e os
mediadores inflamatdrios liberados pelos condrécitos e células sinoviais (Pelletier , 2001;
DiBattista, 1991) apresentaram suas acGes em toda superficie articular, isso explica o fato da
DCD e a DCB dos Grupos A, B ,C e D serem iguais tanto no tecido regenerado como no
tecido adjacente. Eles também estimularam a divisdo dos condroblastos em condrécitos (Jiang
et al. 2015) pois, quando comparando a DCD e a DCB dos Grupos A, B, C e D com 0 0s
valores do Grupo 0, analisamos que a DCD foi maior e a DCB foi menor em relacdo ao Grupo
0, tanto do tecido regenerado como do tecido adjacente.

Com os resultados obtidos na avaliacdo do tamanho da lesdo, todos 0s grupos
apresentaram alguma diminuicdo da lesdo, comprovando que a regeneracdo da cartilagem
ocorreu de maneira centripeta, ou seja, das bordas para o centro, evidenciando a informacéo
de Jiang e Tuan (2015) onde a regeneragdo ndo ocorrera do 0sso subcondral a superficie, mas
sim da superficie ao 0sso subcondral. O Grupo D mostrou-se eficiente na diminuigéo da lesao
comparando com demais grupos, pois apresentou diminuicdo da lesdo estatisticamente
significativa e em um dos animais nao foi possivel localizar a leséo iatrogénica pois ocorreu
a completa regeneracao.

Os resultados da DCD, da DCB e DT dos Grupos A, B, C e D foram superiores aos do
Grupo 0, e a DCB foi menor que a do tecido adjacente. Esses resultados véo de encontro com
0s resultados obtidos por Jiang e Tuan (2015).

Em relagdo a avaliacdo de escore histoldgico do grupo tratado com CTMO do estudo
de Chen et al. (2016) no mesmo periodo de tempo avaliado no presente estudo (60dias)
observamos que os resultados por eles obtidos (7,5+1,32) foram similares ao do presente
estudo (8,7+2,26) e foi gradativamente melhor com o passar das semanas, finalizado com 12
semanas obtiveram valor estatisticamente maior (10, 96+1,62). Razdo pela qual
recomendamos em estudos futuros avaliagdo com periodo pos-operatorio superior ao deste
estudo.

2.5 CONCLUSOES

Tanto a reparacdo natural como a acdo da CTMO e a MPRF estimulam as células-
tronco progenitoras a se diferenciarem em novos condrocitos.

A associacdo da CTMO e da MPRF foi mais eficiente em diminuir a lesdo iatrogénica
do que a reparacao natural e suas utilizagdes isoladas.

Mesmo sem diferenca estatistica a associacdo da CTMO e da MPRF apresentou uma
avaliacdo histoldgica mais uniforme.
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revista é cobrada taxa de publica¢ao (paper charge) no valor
de R$ 2.000,00 por artigo editorado, na ocasido do envio da
prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABS-
TRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RE-
SULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e RE-
FERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o contetido do artigo;
pormenores de identificagao cientifica devem ser colocados em
MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar
seus nomes quando compridos, mas mantendo o primeiro
nome e o tltimo sobrenome por extenso, como por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (in-
verso, Peixoto P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin
Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F). Os artigos devem ter no
maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versao do RESUMO em portu-
gués, podendo ser mais explicativo, seguido de “INDEX TERMS”
que incluem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indi-
cando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAO” que incluem
palavras do titulo;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagio bibliografica
especifica sem que a mesma assuma importancia principal, e fina-
lizar com a indicagao do objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados
que permitam a repeticao da experimentagao por outros pesqui-
sadores. Em experimentos com animais, deve constar a aprovagao
do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos
dados obtidos. Quadros (em vez de Tabelas) devem ser prepa-
rados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indica-
do, médias de varias repetigdes. E conveniente expressar dados
complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em
Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante
da literatura. Nao convém mencionar artigos em desenvolvimento
ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigagao do autor e da
revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados
apresentados;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer
no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia cita-
da no artigo e a que tenha servido como fonte para consulta indi-
reta, devera ser ordenada alfabetica e cronologicamente, pelo so-
brenome do primeiro autor, seguido dos demais autores (todos),
em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicagdo citada, e,
abreviado (por extenso em casos de diivida), o nome do periédico

ou obra, usando sempre como exemplo os ultimos fasciculos da
revista (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto devem ser atendidas as seguin-
tes normas:

a) A digitagao deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entre-
linha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
corrido e nao deve ser formatado em duas colunas, com as legen-
das das Figuras no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras
e os Quadros devem ter seus arquivos fornecidos separados do
texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por extenso no ini-
cio de cada capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem,
tanto quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais
de chamada para notas de rodapé serao nimeros arabicos colo-
cados em sobrescrito ap6s a palavra ou frase que motivou a nota.
Essa numeracdo serd continua por todo o artigo; as notas deverao
ser langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo nimero
de chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim”, do Word. To-
dos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados no texto.
Estas citagoes serao feitas pelos respectivos niimeros e, sempre
que possivel, em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serao
escritos corridamente em um sé paragrafo e nao devem conter
citagoes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego
profissional completo de todos os autores (na lingua do pais
dos autores), o e-mail do autor para correspondéncia e dos
demais autores. Em sua redagao deve-se usar virgulas em vez de
tracos horizontais;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicdes, ao aparece-
rem pela primeira vez no artigo, serdo colocadas entre parénte-
ses, ap6s o nome da institui¢do por extenso;

e) citagoes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e
ano”; artigos de até dois autores serdo citados pelos nomes dos
dois, e com mais de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et
al”, mais o ano; se dois artigos nao se distinguirem por esses ele-
mentos, a diferenciagdo sera feita através do acréscimo de letras
mintsculas ao ano. Artigos nao consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final
da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e
0 ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera in-
cluida na lista uma s6 vez. A mengao de comunicagdo pessoal e
de dados nao publicados é feita no texto somente com citagao de
Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicio-
nais, como a Instituigao de origem do(s) autor(es). Nas citagdes
de artigos colocados cronologicamente entre parénteses, nao se
usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-vir-
gula apés cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa
alta e baixa, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sem-
pre em conformidade com o padrao adotado nos tltimos fas-
ciculos da revista, inclusive quanto a ordenagao de seus varios
elementos.

3. Os graficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com
colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave
das convengoes adotadas sera incluida preferentemente, na area
do grafico (=Figura); evitar-se-a o uso de titulo ao alto do grafico
(=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter in-
formagoes suficientes para que estas sejam compreensiveis, (até
certo ponto autoexplicativas, independente do texto).

5. 0s Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre
o titulo (em negrito) e as colunas deve vir o cabegalho entre dois
tragos longos, um acima e outro abaixo. Nao ha tragos verticais,
nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, re-
comegandos, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serao
langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separa-
das por um trago curto a esquerda.
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