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Epigrafe

A gente pode morar numa casa mais ou menos, numa
rua mais ou menos, numa cidade mais ou menos, e até
ter um governo mais ou menos.

A gente pode dormir numa cama mais ou menos,
comer um feijdo mais ou menos, ter um transporte
mais ou menos, e até ser obrigado a acreditar mais ou
menos no futuro.

A gente pode olhar em volta e sentir que tudo esta
mais ou menos...

TUDO BEM!

O que a gente ndo pode mesmo, nunca, de jeito
nenhum...

¢ amar mais ou menos, sonhar mais ou menos, ser
amigo mais ou menos, namorar mais ou menos, ter fé
mais ou menos, e acreditar mais ou menos.

Sendo a gente corre o risco de se tornar uma pessoa
mais ou menos.
Chico Xavier
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RESUMO

MORAES, A. P. L. Resposta ao uso intra-articular do plasma rico em plaquetas em
equinos higidos: aspectos clinicos, laboratoriais e ultrassonogréficos. [Responses to
intrarticular  platelet-rich plasma wuse in normal horses: clinical, laboratorial and
ultrasonographic findings]. 2013. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

Os hemoderivados estdo recebendo grande enfoque no tratamento de doencas articulares em
equinos. O uso de plasma rico em plaquetas (PRP) ¢é suportado pela grande quantidade de
fatores de crescimento liberados. Esses fatores de crescimento s&o liberados quando as
plaquetas sdo ativadas e 0s granulos a sofrem degranulagdao. Além dos granulos a, as
plaquetas também liberam fatores de coagulacdo e outras glicoproteinas que interferem nos
processos inflamatdrios, aumentando as quantidades de interleucina e quimiocinas; granulos
densos liberam adenosina difostato, adenosina trifosfato, céalcio, histamina, serotonina e
dopamina, que participam da homeostase tecidual; grénulos lambda possuem proteinas
lisossomais. O PRP também possui componentes do plasma, incluindo hormdnios, eletrdlitos,
e centenas de outras proteinas. Previamente a avaliacdo dos efeitos do PRP em articulagdes
lesionadas de equinos, faz-se necessario avaliar seus efeitos em articulacdes higidas, uma vez
que a presenca de todos esses componentes podem afetar os resultados. O objetivo desse
trabalno ¢ a obtencdo de PRP asséptico e entdo a avaliacdo clinica, laboratorial e
ultrassonografica da aplicacdo intra-articular dessa substancia em articulagdes higidas. PRP (4
mL) foi injetado na articulagdo metacarpofalangeana de oito cavalos em um primeiro
experimento e em seis cavalos no segundo experimento, enquanto na articulacdo contralateral
foi administrado solucéo fisiologica (0,9%), 15 dias depois. No primeiro experimento foram
utilizadas trés aplicacbes com intervalos de sete dias entre elas, simulando o tratamento
clinico comumente preconizado, enquanto no segundo experimento, foi realizada uma Unica
injecdo da substancia, com intervalos curtos de avaliacdo, para verificar os efeitos
inflamatérios agudos. Presenca de dor, calor, efusdo e claudicacdo foram avaliados, bem
como andlise fisica do liquido sinovial (LS), contagem de células nucleares, mensuracdo de
prostaglandina E; (PGE,), interleucina 1B (IL-1p), antagonista do receptor de interleucina-1
(IL-1ra), fator de necrose tumoral o (TNF- o), AH (AH) e condroitim sulfato (CS). Os valores
de ureia no LS foram utilizados como fator de corre¢do. Todas as alteragdes descritas a seguir
foram em comparacdo ao grupo SF. Apos administracdo de PRP, observou-se turbidez do LS

as 6 horas, piora na qualidade de mucina as 3 horas, aumento na contagem celular as 3, 6, 24 e



48 horas, maiores valores de PGE; as 3 e 6 horas no grupo PRP em relagcdo ao grupo SF.
Todos os valores foram normalizados em 7 dias. As concentragdes de CS, AH, IL-1p, IL-1ra
e TNF-a ndo diferiram significativamente. Apos trés aplicacdes de PRP, com intervalo de sete
dias, ndo foram observadas alteragdes articulares clinicas ou laboratoriais. Contudo, 0 exame
ultrassonografico mostrou aumento na vascularizagdo da membrana sinovial no 14° dia de
avaliagdo no grupo que recebeu PRP, sugerindo neovascularizagdo induzida pelos fatores de
crescimento. Esses achados sugerem que o PRP possui acdo proinflamatéria leve e transitoria

que n&do culmina com catabolismo da cartilagem.

Palavras chave: Plasma rico em plaquetas. Equinos. Articulagdo. Ultrassonografia.
Condroitim sulfato.



ABSTRACT

MORAES, A. P. L. Responses to intrarticular platelet-rich plasma use in normal horses:
clinical, laboratorial and ultrasonographic findings. [Resposta ao uso intra-articular do
plasma rico em plaguetas em equinos higidos: aspectos clinicos, laboratoriais e
ultrassonograficos]. 2013. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

Blood derived products are being on foccus in articular disease treatment in horses. The
rationale support for the use of platelet-rich plasma (PRP) lies in the concept that PRP
provides many growth factors. These growth factors are released when platelets are activated
and a-granules degranulated. Beyond a-granules, platelets also release coagulation factors and
others glycoproteins that influence inflammation processes by increasing the number of
interleukins and chemokines; dense granules release adenosine diphosphate, adenosine
triphosphate, calcium, histamine, serotonin and dopamine, that are active in tissue
homeostasis; lambda granules release lysosomal proteins. PRP also contains plasma
components, including hormones, electrolytes, and hundreds of other proteins. Previously to
the evaluation PRP effects on articular diseases of horses, it is necessary to evaluate its effects
on healthy joint, because the presence of all these components may affect the results. The aim
of the present study is obtain aseptic PRP and than to investigate the clinical, laboratorial and
ultrasonographic effects of PRP administration in healthy equine’s joints. PRP (4 mL) was
administered to metacarpophalangeal joint of eight horses in the first experiment and in six
horses in the second experiment, while in the contralateral joint was administered saline (0,9
%), with 15 days later. In the first experiment, the administration were made with seven days
interval between them, simulating clinical treatments commonly recommended, for the
second experiment only one injection was administered, on a short evaluation interval, in
order to verify the acute inflammatory effects. Pain, heat, effusion and lameness were
evaluated, as so as physical analysis of sinovial fluid, score of nucleated cells, prostaglandin
E, (PGE;) measurement , interleukin 1 (IL-1P), receptor antagonist of interleukin 1 (IL-1ra),
tumor necrosis factor-a (TNF-a), hialurénico acid (HA) and condroitim sulphate (CS). Urea
values in the fluid were also measured and used as a correct factor. All changesmentioned are
considered relative to saline control. After PRP administration, turbidity was observed at 6
hours, poor quality of mucin at 3 hours, number of nucleated cells increased at 3, 6, 24 and 48
hours, PGE; values increased at 3 and 6 hours. All values were normalized in seven days. The
concentration of CS, HA, IL-1pB, IL-1ra and TNF-a did not significantly vary. After three

applications of PRP with seven days intervals, articular changes were not observed in clinical



or laboratorial findings. However, in PRP group, ultrasonographic examination showed
vascular increase of synovial membrane on the 14° day of evalution, suggesting
neovascularization induced by growth factors. These findings suggest that PRP had a

transitory and low pro-inflammatory action that did not lead to cartilage catabolism.

Key-words: Platelet-rich plasma. Equine. Joint. Ultrasonographic. Condroitim sulphate.
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1 INTRODUCAO

O retorno pleno a fungdo, no menor espaco de tempo, é uma das principais
preocupacoes atuais da medicina equina, particularmente em animais de elevado desempenho
esportivo. Dentre as afeccdes dos membros locomotores que demandam maior atencéo
destaca-se a osteoartrite (OA), por ser uma das mais prevalentes e debilitantes,
frequentemente associada a queda de desempenho ou ao afastamento da atividade praticada.

O ambiente articular tem efeito autodestrutivo quando a inflamagao torna-se presente,
uma vez que a agdo de citocinas inflamatorias provoca fragmentacéo da cartilagem articular,
que serve de estimulo para liberacdo de novas citocinas e aumento da degeneracdo
cartilaginea.

Estudos recentes estdo focados na manutencdo da homeostasia ou bloqueio dos efeitos
deletérios ao ambiente articular a fim de evitar procedimentos invasivos, aumentando assim a
sobrevida da articulacdo. A inflamacdo aguda € necessaria para inicio do processo de
reparacao, porém a regulacdo inadequada desse processo pode ocasionar danos teciduais
excessivos ou inflamacdo cronica. Para tanto, é crescente a utilizacdo de produtos derivados
do sangue aut6logo, como plasma ou soro condicionado, plasma rico em plaquetas (PRP) e
produtos que contenham proteina antagonista de receptor de interleucina 1 (IL-1ra) (IRAP®),
a fim de prover mediadores celulares e humorais para o0 ambiente lesionado.

Embora os mecanismos de acdo do PRP ainda ndo estejam totalmente elucidados,
acredita-se que ele possua efeitos anabolicos sobre os condrdcitos, sinoviécitos e células
mesenguimais do 0sso subcondral, resultando em aumento da sintese de matriz extracelular
(MEC) e diminuicdo de moléculas pro-inflamatdrias, auxiliando no tratamento de injdrias da

cartilagem e dor articular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OSTEOARTRITE

A articulacdo sinovial é constituida pela superficie articular de pelo menos dois 0ssos,
recobertos por cartilagem hialina, além de cépsula articular e ligamentos que envolvem e
estabilizam a articulagdo. Esta cavidade é preenchida pelo liquido sinovial (LS), que é o meio
pelo qual os nutrientes alcangam a cartilagem articular (TODHUNTER, 1996). De todos 0s
tecidos que comple a articulagdo sinovial, a cartilagem articular ¢ a mais estudada,
provavelmente seguida do osso subcondral, tecido que ndo esta em contato com a cavidade
sinovial mas que fica exposto quando ha presenca de OA (WEEREN; GRAUW, 2010).

OA é o termo comumente utilizado para descrever as degeneracOes articulares. Sao
sinbnimos os termos doenca articular degenerativa e osteoartrose (CALDEIRA et al., 2002).

A OA ¢é uma desordem progressiva caracterizada pela destruicdo da cartilagem
articular e 0sso subcondral e por mudancas sinoviais. Sinovite € um fenémeno frequentemente
observado na OA e contribui para a patogenia da doenca através da liberacdo de varios
mediadores catabdlicos e pro-inflamatérios, alterando o balanco entre degradacéo e reparacéo
da MEC (SUTTON et al., 2009). As alteracbes estruturais da cartilagem articular ocorrem
quando sua capacidade de adaptacdo € suplantada.

A deterioracdo da cartilagem articular é caracterizada por fragmentaces da mesma,
que podem ocasionar efusdo sinovial e sinovite, dor e disfuncdo articular (MCILWRAITH,
2002). Levando em consideracdo que a cartilagem articular é avascular e ndo possui
inervacdo, pode-se concluir que quando o processo degenerativo provoca dor e disfuncéo
articular, principais sinais clinicos da OA (MCILWRAITH; TROTTER, 1996), ja tenha

atingido certa profundidade no tecido.
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2.1.1 Etiopatogenia

Em equinos, a maioria das lesdes articulares é provavelmente induzida por trauma
agudo, carga repetitiva ou sobrecarga (MCILWRAITH, 2005).

A teoria mais aceita sobre a etiologia da OA em equinos baseia-se na atuacdo de
forcas mecénicas, como a sobrecarga, sobre uma cartilagem saudavel. Essas forcas podem
resultar em injuria matricial ou celular, causando alteragdes metabdlicas nos condrdcitos e
levando a liberacdo de enzimas proteoliticas que provocam fragmentacdo da cartilagem
articular. O microtrauma repetitivo € o fator patogénico mais comum na OA equina (CARON,
2011).

Outras duas teorias propostas por Caron (2011), baseiam-se em uma cartilagem
articular de propriedades biomecénicas deficitarias ou em mudancas fisicas do 0sso
subcondral, que ocorrem quando estresse mecanico normal e recorrente, resulta em
microfraturas do osso subcondral, sem que haja tempo para cicatrizacdo e remodelamento do

0ss0 subcondral.

2.1.2 Patogenia

Na doenca articular, ocorre desequilibrio entre os processos anabdlicos e catabdlicos.
Moléculas da MEC apds sofrerem acdo de enzimas, séo liberadas no LS (MCILWRAITH,
2005). Essas moléculas podem ser usadas como biomarcadores, na tentativa de detectar
alteracdes articulares em estagio inicial, prover informacdes sobre o avanco e predizer o
futuro das lesdes (MCILWRAITH, 2005), bem como serem indicadoras do sucesso da terapia
preconizada (FRISBIE et al., 2008).

A injaria da membrana sinovial é importante por ser fonte potencial de liberacdo direta
de enzimas lisossomais, como as metaloproteinases (MMPS) neutras, de prostaglandina E2
(PGEy,), de espécies reativas de oxigénio e de citocinas, como o fator de necrose tumoral o
(TNF o) e a interleucina 1 (IL-1). Acredita-se que a sinovite contribui significativamente para
0 desenvolvimento de dor, inflamagéo articular e degradacdo da cartilagem vista na OA
(SUTTON et al., 2009). Certos neuropeptideos, como a substancia P, também sdo mediadores

da inflamacdo e contribuem para a transmissao da dor (SUTTON et al., 2009).
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E sabido que a substancia P aumenta a liberacio de PGE, pelos condrdcitos, induz a
expressdo de PGE; e colagenase pelos sinovidcitos, e ativa 0 burst oxidativo dos neutréfilos
(SUTTON et al., 2009). A PGE; provoca inflamagdo da membrana sinovial e pode contribuir
para a deplecdo da MEC e erosdo tanto do osso subcondral como da prépria cartilagem
(CARON, 2011).

Citocinas sdo pequenas proteinas regulatorias produzidas por diversas células do
organismo (CARON, 2011). Numerosas citocinas estdo envolvidas no metabolismo articular,
sendo que as mais importantes na OA sdo as citocinas pro-inflamatorias, principalmente I1L-1,
TNF-o (CARON, 2011) e interleucina 6 (IL-6) (BERTONE et al., 2001). A interacdo dessas
trés principais citocinas esta comumente associada a degradacdo da MEC (BERTONE et al.,
2001). Na OA também ha um aumento das citocinas anti-inflamatorias e das antagonistas de
citocinas, como interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13) e 0 IL-
1ra (SUTTON et al., 2009).

Em estudo feito por Bertone et al. (2001), concluiu-se que as citocinas IL-1 e TNF-a
estdo muito aumentadas em doencas articulares agudas, enquanto a PGE, aumenta em
diversas doencas articulares, ou seja, a PGE; sendo um bom marcador da lesdo ndo determina
seu grau ou tempo de evolucdo. A IL-6 somente encontra-se presente no ambiente articular
que esta sofrendo lesdo, e sua producdo relaciona-se diretamente a liberacdo de IL-1
(BERTONE et al., 2001).

A principal funcdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1 e TNF-a na patogenia da
doenca articular € estimular numerosas células, incluindo os condrdcitos, a secretar
metaloproteinases, como colagenase e estromelisina (JOUGLIN et al., 2000). A IL-1 parece
ter um efeito mais potente do que o TNF- a, porém quando associados, eles tém o efeito
potencializado (CARON et al., 2011).

O TNF-a estd aumentado ndo somente em lesdes agudas, como durante a progressao
da doenca de moderada a severa (KAMM et al., 2010). Essa citocina estimula a sintese de
enzimas que degradam a MEC e inibe a sintese de proteoglicanos e coldgeno pelos
condrécitos (CARON, 2011).

Além do estimulo de catabolismo articular, a IL-1 suprime a expressdo de coladgeno
tipo 1l (KAMM et al., 2010; CARON, 2011) e de proteoglicanos e induz a sintese e secrecdo
de enzimas proteoliticas que degradam as macromoléculas da MEC (CARON, 2011). O
catabolismo também é promovido pelo bloqueio da acdo das proteinas inibidoras teciduais de
metaloproteinases (TIMPs). IL-1 estimula a sintese de PGE; e 6xido nitrico (CARON, 2011).
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As MMPs sdo endopeptidases envolvidas na reciclagem da matriz extracelular. Elas
podem ser divididas em trés grupos: colagenases (MMP 1 e 8), colagenase tipo 1V ou
gelatinases (MMP 2 e 9) e estromelisina ou proteoglicanase (MMP 3 e 10) (CLEGG et al.,
1997). A degradacdo mecanica e enzimatica da cartilagem articular implica em degradacédo do
colageno e perda de proteoglicanos, sendo as colagenases 1, 2 e 3 responsaveis pela quebra do
colageno e a estromelisina e agrecanase (proteoglicanase) pela degradacdo de proteoglicanos.
H& forte evidéncia que a IL-1 dirige o processo catabdlico, por estimular a liberacdo de
MMPs, agrecanase e PGE; (MCILWRAITH, 2005). A liberagdo de PGE; induzida pela IL-1
ou pelo TNF-a, pode ser detectada apos 30 minutos € até 5 horas da estimulagdo por IL-1
(GODFREY et al., 1988).

Na cartilagem sadia, a atividade proteolitica das metaloproteinases € controlada
principalmente pela presenca de proteinas inibitorias especificas, as TIMPs, produzidas pelos
sinoviocitos, condrocitos e células endoteliais (CARON, 2011), sendo o equilibrio entre a
sintese de MMPs e TIMPs crucial para o controle da degrada¢do da MEC (MCILWRAITH;
TROTTER, 1996).

Em doencas articulares, 0 TNF-a e a MMP 13, mediada pelo préprio TNF-a, ficam
aumentados na cartilagem e na sindvia, acarretando danos a essas estruturas e aumentado a
sintese de citocinas pela sindvia (KAMM et al., 2010).

Em estudo de artrite induzida por colagenase, conduzido por Fukushima et al. (2010),
observou-se que o aumento de MMP 3 ocorre a partir do 30° dia e permanece até o 50° dia, ja
0 TNF-a, esta aumentado em torno do 10°-20° dia, a IL-6 e a IL-10 em torno do 30° dia.

O éxido nitrico é outro mediador presente na OA, ele inibe a sintese de proteoglicanos
e colageno tipo Il pelos condrdcitos, aumenta sintese de MMPs e inibe a IL-1ra (CARON,
2011). Sua sintese é estimulada pela IL-1 e pelo TNF-a. (CARON, 2011).

H& numerosos fatores de crescimento envolvidos na patogénese da OA, em especial o
TGF-p (fator de crescimento transformador B) € 0 IGF-1 (fator de crescimento tipo insulina 1)
(TODHUNTER, 1996). O TGF-B, induz a proliferacdo de sinovidcitos e de células mais
maduras, que possuem crescimento mais lento, produzem mais coldgeno e menos proteases
(SUTTON et al., 2009). Estudos em ratos mostraram que 0 TGF-B reduz a liberacdo de
MMPs pela IL-1 (HARVEY et al., 1991).

Em contrapartida, alguns estudos obtiveram como resultado uma maior liberacdo de
citocinas proinflamatorias em articulagcbes com grande quantidade de TGF- (HULTH et al.,
1996), portanto seu papel ainda ndo esta totalmente elucidado. J& o IGF-1 possui efeitos

anabdlicos na articulacdo, atraves do aumento da sintese de proteoglicanos e inibi¢do da
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producdo de MMPs induzida pela IL-1 (IM et al., 2003), porém por aumentar a proliferacdo
de sinoviocitos, condrdcitos e osteoblastos, o IGF-1 possui papel importante na formagédo de
ostedfitos no desenvolvimento da OA (OKASAKI et al., 1999).

2.2 CICATRIZACAO TECIDUAL

A cicatrizacao tecidual segue um processo que se inicia com inflamacéo e que demora
alguns dias. Ele continua com a proliferacdo celular e de matriz por semanas, sendo seguidas
pela formacdo tecidual e maturacdo que demora meses. O término desse processo da-se pela
remodelacdo tecidual, o que leva anos (WERNER; GROSE, 2003).

Na fase de inflamacdo, a lesdo requer aporte sanguineo adequado que ira atrair
macrofagos e formar um agregado de fibrina para posterior adesdo plaquetaria. As plaquetas
agregadas irdo suprir a area com fatores de crescimento, que também s&o derivados do soro e
células locais (ARNOCZKY ; DELOS; RODEO, 2011).

A proliferacéo celular e de matriz é critica porque as células presentes é que irdo gerar
0 reparo tecidual. Essas celulas séo pluripotentes, originadas de tecidos adjacentes
(VIDRIERO, 2010). Elas sao atraidas para a area lesionada por uma variedade de fatores de
crescimento, que tém funcdo quimiotatica e mitogénica, que estimulam crescimento celular e
proliferacdo vascular (WERNER; GROSE, 2003). Nesta fase 0 uso de estimulantes externos,
como o PRP, pode auxiliar na cicatrizacéo final.

Plaguetas tém como funcdo hemostasia, inflamacdo, defesa antimicrobiana,
angiogénese e cicatrizacdo de feridas. As plaquetas também abrigam proteinas, incluindo
fatores de crescimento, mensageiros do sistema imune, enzimas, € outros componentes
bioativadores, envolvidos no reparo tecidual. Ndo é s6 a presenca dos fatores de crescimento
no PRP que afeta o nivel de cicatrizacdo tecidual como também a habilidade de as células
alvo utilizaram esses fatores (ARNOCKZY; DELOS; RODEO, 2011).

As proteinas presentes no plasma também sdo conhecidas por serem componentes
criticos na cicatrizacdo de feridas, além de conter fibrinogénio e outros fatores de agregacao
(MANN, 1999).

A fase de formacdo e maturacéo tecidual depende das células presentes e do ambiente
da lesdo (WERNER; GROSE, 2003). O remodelamento tecidual demora anos para ocorrer.

Na formacdo de cartilagem ou na diferenciacdo de condrocitos, o TGF- induz a
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condrogénese de células mesenquimais progenitoras e 0 PDGF (fator de crescimento derivado
de plaquetas) auxilia os condrécitos a manter seu fendtipo e induz a proliferacéo e sintese de
proteoglicanos (KON et al. 2011).

2.3 ULTRASSONOGRAFIA ARTICULAR

Apesar de a radiografia ser a modalidade imaginoldgica utilizada em primeiro lugar
para auxilio ao diagnostico de OA, este método confere informacédo reduzida quanto as lesdes
localizadas em tenddes ou ligamentos, e também sobre a aparéncia das estruturas sinoviais
(WHITCOMB, 2006). A ressonancia magnética e a tomografia computadorizada permitem a
visualizacdo de estruturas dsseas e tecidos moles (VANDERPERREN et al., 2009a), porém
necessitam de anestesia geral e demandam elevado custo operacional (WHITCOMB, 2006;
VANDERPERREN et al., 2009b). Esses fatores fazem com que a ultrassonografia continue a
ser a modalidade imaginoldgica mais eficiente e de maior uso para o diagnostico de lesdes em
tecidos moles e estruturas articulares em equinos (WHITCOMB, 2006).

O principal beneficio do exame ultrassonografico quando comparado ao exame
radiografico é sua superioridade em demonstrar alteracbes nos tecidos moles como
espessamento da sindvia e capsula articular e danos em ligamentos intra-articulares e
periarticulares, além de ser possivel avaliar acimulos de LS e a caracteristica desse liquido
(CARON, 2011). A ultrassonografia parece ser mais sensivel do que a radiografia na
identificacdo de osteofitos e remodelamento periarticular nas fases iniciais da doenca articular
(DENOIX, 1996).

A éarea a ser examinada ultrassonograficamente tem que ter tricotomia, e ser lavada
com agua quente. Transdutores de alta resolucao (7,5 — 13 MHz) sdo utilizados para estruturas
superficiais, enquanto transdutores convexos de baixa frequéncia (2,5 — 5,0 MHz) séo
preferiveis para avaliacdo de estruturas profundas (DENOIX, 2011).

A localizacdo precisa e o registro das anormalidades € importante para o diagnostico e
para permitir a comparacao em um novo exame (WRIGLEY, 2006). Faz-se entdo necessario o
conhecimento preciso da anatomia de toda a regido articular, e um método sistematico de

observacao e avaliagdo da regido afetada (DENOIX, 2011).
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A articulagdo normal é forrada por uma fina membrana sinovial e cercada por uma
fina capsula articular. O LS normal é anecoico, e os vilos sinoviais salientes sdo observados
no espaco articular (REEF, 2004).

Em articulagdes com OA, podem ser encontrados um ou varios dos seguintes achados
ecograficos: cartilagem articular com espessura diminuida, contorno e ecogenicidade alterada
(CARON, 2011), membrana sinovial espessada e hiperecogénica (PARK; WRIGLEY;
STEYN, 2002; BRAUN; GOLD, 2012), aumento da vascularizacdo da membrana sinovial
(BRAUN; GOLD, 2012), aumento do LS com efuséo articular, linhas de descontinuidade, e
alteracdes de ecogenicidade, de forma e de espessura de ligamentos e tenddes (SMITH,
2008).

Normalmente, a capsula articular e o LS s&o dificeis de serem detectados por
ultrassom (WRIGLEY, 2006). Porém, uma efusdo articular excessiva é facilmente detectada,
ja que a capsula articular estd deslocada da superficie da cartilagem articular (DENOIX,
2011).

A visualizacdo da cartilagem ao exame ultrassonografico mostrou ser um indicador
sensivel da degeneracdo quimicamente induzida na OA (NIEMINEN et al., 2002; WRIGLEY,
2006). Alteracdes na cartilagem articular incluem adelgacamento, perda do contorno, e
mudancas na ecogenicidade (CARON, 2011).

O LS apresenta-se na ultrassonografia como um liquido totalmente anecogénico,
quando normal, e a sua quantidade é limitada. Um liquido ecogénico anormal pode ser
observado em artrite traumatica, hemoartrose ou artrite séptica (WRIGLEY, 2006). As les6es
osteoartriticas ocasionam aumento da quantidade de LS e alteracdo na sua ecogenicidade
(DENOIX, 2009). Pode ser observado material ecogénico no LS, sendo que pequenos pontos
hiperecogénicos podem representar fibrina ou detritos cartilaginosos, e materiais ecogénicos
maiores sdo compativeis com fragmentos articulares (DENOIX, 2011).

A membrana sinovial é fina, menos ecogénica e dificil de ser distinguida (WRIGLEY,
2006). Pode ser evidenciado um espessamento da membrana sinovial, zonas difusas
hiperecogénicas que indicam fibrose da prega sinovial ou zonas hiperecogénicas com sombra
acustica indicativas de calcificacdo (DENOIX, 1998). A sinovite encontrada no exame
ultrassonografico tem sido correlacionada a piora no exame radiografico e ao aparecimento de
marcadores do metabolismo articular (KUMM; TAMM; LINTROP, 2009).

O grupo de estudos de reumatologia humana (OMERACT — Outcome Measures in
Rheumatology Clinical Trials) definiu hipertrofia sinovial como um “tecido intra-articular

anormal hipoecoico que ndo se desloca e é fracamente compressivel e pode exibir sinal
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Doppler”. Porém essa definigdo também pode ser utilizada em OA. O exame Doppler detecta,
de maneira indireta, a inflamacdo da articulacdo, pela presenca de vascularizagdo da
membrana sinovial (BRAUN; GOLD, 2012), e tem substituido o exame de ressonancia
magnética em pacientes humanos, ja que permite a visualizacdo de microvascularizacdo na
cavidade articular e tecidos periarticulares, fornecendo informacdes sobre o processo
inflamatorio (KANG et al., 2013).

Avaliando pacientes humanos com artrite reumatoide e OA na articulagdo
coxofemoral, Walther et al. (2002), observaram uma forte correlacdo entre a avaliacdo
qualitativa do exame de Power Doppler e a avaliacdo patoldgica, a correlacdo também foi
percebida quando comparou-se avaliagdo quantitativa do sinal Power Doppler com a
quantidade de fator VIII tecidual, permitindo aos autores concluirem que a ultrassonografia
Power Doppler é uma excelente ferramenta para avaliar a perfusdo sinovial.

Os ligamentos possuem uma ligeira ecogenicidade e a orientacdo das suas fibras varia
em diferentes articulacbes. Caso por¢des dos ligamentos sejam lesionadas, instabilidade
articular, subluxacdo ou luxacdo podem ocorrer (DENOIX, 2011). Ecogenicidade alterada ¢
frequentemente observada em casos de tendinite e desmite. O acimulo de liquido gerado pela
inflamacéo aguda resulta em reducdo da ecogenicidade e, lesdes crénicas, com formacdo de
fibrose, resultam em aumento da ecogenicidade (WRIGLEY, 2006). Estas alteracdes sdo
acompanhadas por lesdes Osseas tais como irregularidade Gssea, ostedlise e enteséfitos na
zona de inserc¢do ligamentar (DENOIX, 2008).

A silhueta dssea aparece como linha continua, plana e lisa, permitindo facil
identificacdo de anormalidades, como erosdes, osteofitos, entesofitos e irregularidades
(KEEN; CONAGHAN, 2009). A presenca de ostedfitos, fragmentos 6sseos e lise dssea séo
indicativos da presenca de OA (DENOIX, 2009).

A cartilagem articular normal apresenta-se como uma linha regular e definida,
hipoecogénica a anecogénica, localizada entre a membrana sinovial e 0sso subcondral
(DENOIX, 2009), paralela a este (KEEN; CONAGHAN, 2009). Anormalidades vistas na OA
incluem perda da definicdo das margens da cartilagem, heterogeneidade e espessura irregular
(KEEN; CONAGHAN, 2009).

A avaliacdo da articulacdo metacarpofalangeana deve ser feita nos aspectos dorsal e
palmar/plantar, dorsomedial e dorsolateral, lateral e medial (DENOIX, 2011).

Nos aspectos dorsal e palmar/plantar da articulagdo, pouca quantidade de LS anecoico

é visualizada, e a cartilagem articular no aspecto dorsal, é fina, medindo cerca de 1 mm. O
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tenddo extensor digital longo e o ligamento anular também séo avaliados nesses aspectos,
respectivamente (REEF, 2004).

Os ligamentos colaterais medial e lateral, caracterizados pelos aspectos medial e
lateral, respectivamente, tem ecogenicidade homogénea e fibras paralelas. Quando lesionados,
apresentam-se com aumento de volume, hipoecoico, e comumente sdo observados entesofitos
na origem ou insercao dos ligamentos (REEF, 2004).

Os aspectos dorsomedial e dorsolateral sdo utilizados para avaliagdo completa da
margem articular. O achado mais comum encontrado € a presenca de ostedfitos (DENOIX,
2011).

A articulacdo metacarpofalangeana normal tem uma pequena quantidade de LS
anecdico no recesso palmar. Distensdes sinoviais, alteracfes de quantidade e ecogenicidade
de LS, podem ser visibilizadas no aspecto palmar da articulacao.

Com o intuito de comparar a utilidade do exame ultrassonografico com o exame
radiografico para a deteccdo de fragmentos no aspecto dorsal das articulagdes
metacarpofalangeanas e metatarsofalangeanas em equinos, Vanderperren et al. (2009b)
analisaram 36 articulagbes com fragmentacdo articular. Os achados radiograficos e
artroscopicos estiveram em concordancia em relacdo ao nimero e localizacdo dos fragmentos
em 44% das articulacbes, enquanto que a relacdo entre o exame ultrassonografico e

artroscépico foi de 96%.

2.4 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

2.4.1 Plaquetas

Plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos (WROBLEWSKI et al.,
2010) e representam uma solucéo rica em fatores de crescimento e fatores angiogénicos bem
como mediadores inflamat6rios que podem promover ou atenuar respostas inflamatérias,
colaborando para coordenar a reparacdo tecidual em tecidos lesados ou perpetuar a
inflamacdo e a destruicdo tecidual (DUNKEL et al., 2011), por aumentar a sintese de
interleucinas e citocinas (FORTIER; HACKETT; COLE, 2011).
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A primeira descricdo do desenvolvimento e uso do PRP aconteceu no inicio de 1990,
quando a ciéncia estava focada no desenvolvimento de ‘“colas biologicas” (VIDRIERO,
2010). Observou-se que estas preparacOes tém propriedades de formacao Gssea e efeitos anti-
inflamatorios e antibioticos (BIELECKI et al., 2007). Esses efeitos sdo atribuidos
principalmente as plaquetas (VIDRIERO, 2010). Quando as plaquetas sofrem lise, liberando
os fatores de crescimento contidos nos granulos a, efeitos anabdlicos foram observados em
modelos de les&o tecidual (TEXTOR, 2011).

PRP ¢ descrito como “um volume de plasma que contém uma contagem de plaquetas
acima da linha de base do sangue total” (MARX, 2001). Segundo Anitua et al. (2004), o PRP
em humanos, deve ter ao menos 300.000 plaquetas/pL, e 0 mesmo valor pode ser utilizado
para equinos (FOSTER et al., 2009; MCCARREL; FORTIER, 2009; CARMONA; LOPEZ,
2011; YAMADA et al., 2012).

O efeito terapéutico do PRP decorre principalmente da degranulacdo dos granulos a,
com a liberacdo de uma serie de fatores de crescimento (BOSCH et al., 2010), além da
atuacdo das plaquetas na coagulacdo e hemostasia (VIDRIERO, 2010). Plaquetas também
armazenam proteinas que tem acdo bactericida e fungicida, fatores de coagulacdo e
glicoproteinas de membrana que influenciam a inflamacdo (FORTIER; HACKETT; COLE,
2011). A degranulagdo dos granulos o no sitio da lesdo promove o recrutamento de outras
plaquetas, leucdcitos e proteinas plasmaticas, iniciando o processo inflamatorio, promovendo
angiogénese que resulta na neovascularizacdo e formacdo de novo tecido conectivo
(ZANDIM et al., 2012). Plaquetas também foram identificadas por terem propriedades
analgésicas, por liberarem peptideos ativadores de protease (ASFAHA et al., 2007).

Os fatores de crescimento, moléculas envolvidas na reparacéo tecidual (ANITUA et
al., 2004) conhecidos no PRP sdo: PDGF, TGF- B, fator de crescimento endotelial (VEGF) e
fator de crescimento epitelial (MARX, 2001; WROBLEWSKI et al., 2010), IGF-1 e fator
plaquetario 4 (PF-4), PDEGF (fator de crescimento endotelial derivado de plaquetas), PDAF
(fator de angiogénese derivado de plaqueta), EGF (fator de crescimento endotelial)
(WROBLEWSKI et al., 2010), sendo os predominantes o PDGF e TGF- B (TEXTOR, 2011).
Esses fatores de crescimento possuem papel bastante importante na reparacdo tecidual, como
descrito no Quadro 1. Outras moléculas presentes no PRP sdo as citocinas e glicoproteinas,
como a IL-1, osteocalcina, osteonectina, trombospondina-1, fibrinogénio, fibronectina e
vitronectina (WROBLEWSKI et al., 2010).
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Quadro 1 — Fatores de crescimento derivados de plaquetas

Fator de crescimento

Efeito

PDGF

Ativacdo de macrdfagos e angiogénese
Quimiotaxia de fibroblastos e ativagdo proliferativa
Aumento da sintese de colageno

Aumento da proliferacdo de células 6sseas

TGF B Aumenta a atividade proliferativa dos fibroblastos
Estimula a sintese de colageno tipo 1 e fibronectina
Induz a deposi¢cdo de matrix 6ssea
Inibe a formacdo de osteoclastos e reabsorcdo Gssea
IGF-1 Quimiotatico para fibroblastos e estimula sintese proteica
Aumenta proliferacdo 6ssea pela proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos
PDEGF Estimula proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos da derme
PDAF Induz vascularizagdo por estimular as células endoteliais vasculares
PF-4 Estimula o influxo inicial de neutréfilos para as feridas
Quimioatrativo para fibroblastos
Agente anti-heparina
EGF Proliferacédo celular
Diferenciagédo de células epiteliais
VEGF Angiogénese

Migracao e mitose de células endoteliais
Criagdo de vasos sanguineos

Desenvolve fenestracdes

Quimiotatico para macrofagos e granuldcitos
Vasodilatagao

Fonte: Wroblewski et al. (2010).

Além dos fatores de crescimento liberados pelos granulos o, as plaquetas também

possuem granulos densos, que contém adenosina, serotonina, histamina e calcio, que possuem
efeitos nos diferentes estagios da reparacéo tecidual (WROBLEWSKI et al., 2010).

A adenosina atua como agente citoprotetor que evita o dano tecidual; a serotonina

aumenta a permeabilidade de capilares e suprime a producdo de interferon-y; histamina é um
potente ativador de macrofagos, atua como vasodilatador e aumenta a permeabilidade de
capilares (WROBLEWSKI et al., 2010). Porém, estudo realizado por Woodal et al. (2008),
comprovou que o PRP reduz a proliferacdo de macrofagos e producdo de interleucinas nas
primeiras 72 horas ap6s aplicacéo.

Além da liberagdo dos granulos a, plaquetas quando ativadas sintetizam proteinas
(ZIMMERMAN; WEYRICH, 2008) por até dois dias ap6s a coagulacdo (WEYRICH et al.,
1998). Apesar disto ainda ndo ter sido comprovado para os fatores de crescimento, estudo
feito por Textor, Norris e Tablin (2011) concluiu que a soma de PDGF presente na porgado

coagulada e no soro sobrenadante de PRP de equinos, é o dobro da quantidade presente em
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plaquetas em repouso do mesmo individuo, sugerindo que h4 uma nova sintese de fatores de
crescimento apos ativagdo plaquetaria.

Para que o efeito terapéutico do PRP seja maximizado, é necessario estimular a
liberagdo de produtos com efeitos beneficos e minimizar a liberacdo de agentes mediadores
danosos (MONTEIRO; LEPAGE; THEORET, 2009). O PRP aumenta a neovascularizacéo
tecidual e ndo somente libera fatores de crescimento para o local como também induz a
producdo enddgena dessas substancias (TEXTOR, 2011). Estudo conduzido por Xie et al.
(2013)", utilizando a analise da expressdo de genes relacionados observou que o PRP aumenta
a neovascularizagdo e a reinervacdo de enxertos ligamentares em cirurgias de ruptura de
ligamento cruzado cranial em cédes. A concentracdo plaquetaria obtida nesse experimento foi
de 669 x 10°/L.

2.4.2 Obtencéo do PRP

Embora a definicdo de PRP indique apenas uma pura mistura de plasma com
plaquetas, o termo “PRP” engloba uma variedade de produtos, que variam na quantidade final
de plaquetas e na quantidade de células sanguineas da linhagem vermelha ou branca
(ARNOCKZY; DELOS; RODEO, 2011). Isso afeta a indicacdo, poténcia e eficacia do
produto final (EHRENFEST; RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009). O termo PRP nao
define se as plaquetas estdo em repouso ou se sofreram ativacdo para facilitar a liberacdo de
fatores de crescimento (TEXTOR, 2011).

Diferentes técnicas sdo utilizadas para obtencdo do PRP, resultando em grandes
variacOes na concentracdo de plaquetas do produto final e na disponibilidade dos fatores de
crescimento presentes (ARNOCKZY; DELOS; RODEO, 2011). A diferenca entre as técnicas
esta relacionada ao protocolo de preparo, uso de anticoagulantes, inclusdo de leucécitos e o
uso de ativadores (VIDRIERO et al., 2010; TEXTOR, 2011). Entender essas diferencas é um
ponto critico para analisar resultados ja publicados e decidir qual protocolo utilizar
(VIDRIERO et al., 2010).

! XIE, X.; ZHAQ, S.; WU, H.; XIE, G.; HUANGFU, X.; HE, Y.; ZHAO, J. Platelet-rich plasma enhances autograft
revascularization and reinnervation in a dog model of anterior cruciate ligament reconstruction. Journal of Surgical
Research, E1-E9, 2013.
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O processo fundamental para obtencdo do PRP é a separacdo seletiva dos
componentes solidos e liquidos do sangue total através de uma técnica chamada plasmaferese
(WEIBRICH, 2001). Baseado no principio fisico descrito pela lei de Stoke, a velocidade das
particulas em um ambiente liquido em resposta a uma forca gravitacional, é relativa ao
didmetro dessas particulas, sendo assim, as plaquetas, que possuem didmetro menor que as
células das séries vermelha e branca, terdo uma velocidade mais baixa em resposta a mesma
forca gravitacional, o que permite que as plaquetas fiqguem suspensas no liquido enquanto 0s
outros componentes sélidos do sangue se precipitam (ARNOCKZY; DELOS; RODEO,
2011).

Para producdo do PRP, o sangue total é coletado em frascos com anticoagulante, que
quelam o calcio e previnem a agregacdo plaquetaria pela inibicdo da conversdo de
protrombina em trombina. Embora existam inumeros anticoagulantes, apenas dois deles
suportam o metabolismo necessario das plaquetas e permitem a separa¢do sem prejuizo das
mesmas: acido citrato dextrose-A e fosfato citrato dextrose (MARX, 2001).

Apo0s o sangue total coletado, este é submetido a duas centrifugacfes com diferentes
forcas gravitacionais. Na primeira centrifugacéo, o plasma com as plaquetas em suspenséo é
separado das células brancas e vermelhas. Na segunda centrifugacdo, com maior forca
gravitacional, é separada a parte pobre em plaquetas (sobrenadante) da parte rica em plaquetas
(ARNOCKZY; DELOS; RODEO, 2011).

A diferenca nas forcas gravitacionais e nos kits utilizados na obtencdo do PRP podem
causar variagdes de até 50% na concentracdo plaquetaria final, que pode ser a explicacdo para
os resultados clinicos conflitantes no uso do PRP (ARNOCKZY; DELOS; RODEO, 2011).
Um sistema que gera um maior namero absoluto de plaquetas ndo é necessariamente o melhor
(VIDRIERO et al., 2010).

Comparando as concentragdes de TGFB-1 e a incorporacdo de radiomarcadores em
meios de cultura de cartilagem entre protocolos com diferentes concentracdes plaquetarias,
Kisiday et al. (2012) concluiram que a concentracdo plaquetaria alta ndo gera maior estimulo
a biossintese meniscal e cartilaginea que PRP com menor concentracdo plaquetaria. Foram
utilizados trés protocolos de obtencdo de PRP, um com método de tubos com uma
centrifugacdo, e dois com Kkits, sendo um com uma centrifugacdo e outro com duas
centrifugacdes, onde se obteve 317.000 plaquetas/pL, 276.000 plaquetas/pL e 725.000
plaquetas/puL, respectivamente. Com relacdo aos leucocitos, a concentracdo foi de 40

leucdcitos/pL, 30 leucécitos/uL e 14800 leucocitos/uL, respectivamente.
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A recomendacdo de que o concentrado de plaquetas deve conter de 3 a 5 vezes a
quantidade de plaquetas do sangue total (MARX 2001; SMITH et al., 2006) é extrapolada da
Medicina (MCLELLAN; PLEVIN, 2011). Como os tecidos podem ter diferentes
requerimentos torna-se inapropriado aplicar a mesma concentracéo de plaquetas para tecidos
distintos (MCLELLAN; PLEVIN, 2011).

Piccione et al. (2010) estudaram os efeitos do armazenamento do PRP em diferentes
temperaturas (22°C, 8°C e de -20 a -40°C) para avaliar a coagulacdo plaquetéaria e sua
viabilidade, concluindo que o tempo e a temperatura de armazenamento influenciam na
coagulacdo, sendo preferivel armazena-lo por poucas horas a temperatura ambiente ou manté-

lo refrigerado.

2.4.3 Presenca de leucocitos

Grande diferenca no preparo do PRP é a presenca de leucdcitos no produto final
(ARNOCKZY; DELOS; RODEO, 2011). Estudos sdo controversos quando da indicacdo de
manter ou ndo os leucdcitos no concentrado de plaquetas. Ao mesmo tempo em que 0S
neutrofilos liberam citocinas pro-inflamatorias IL-1, TNF-a, IL-6, MMP 8 e 9 e espécies
reativas de oxigénio que podem exacerbar o dano inicial (ANITUA et al., 2007; ZANDIM et
al., 2012), as células brancas também aumentam a concentracdo de fatores de crescimento no
concentrado de plaquetas (ZIMMERAMNN et al., 2008) e podem ter um efeito antibiotico,
com beneficio terapéutico (MOOJEN et al., 2008; CIESLIK-BIELECKA et al., 2009).

Pontos positivos foram evidenciados quando da presenca de leucécitos, como a
inibicdo efetiva do crescimento bacteriano (ARNOCKZY; DELOS; RODEO et al., 2011) e a
cicatrizacdo mais rapida de feridas contaminadas (CIESLIK-BIELECKA et al., 2009).
Estudos in vitro comprovaram a existéncia de citocinas inflamatérias IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-
8 (PALMER; BERTONE; MCCLAIN, 1995). Outros estudos sugerem que o PRP com
leucocitos causa mais dor local que o PRP puro (ARNOCKZY; DELOS; RODEO, 2011).
Kisiday et al. (2012), ao estudar a concentracdo de MMPs em dois protocolos de obtencdo de
PRP, sendo um com uma centrifugacdo e baixa concentracdo de leucécitos, e outro com duas
centrifugacdes e alta concentracdo de leucdcitos, concluiram que os leucdcitos presentes no

PRP podem ser pro-inflamatorios para a cartilagem.
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Também foi observada uma ades@o plaquetaria aos leucocitos em PRP ativado com

trombina bovina, e uma baixa adesdo quando puro (ZANDIM et al., 2012).

2.4.4 Ativagédo do PRP

Para as plaquetas sofrerem degranulacdo e liberarem os fatores de crescimento, é
necessario que elas sejam ativadas (WROBLEWSKI et al., 2010), que pode ser por estimulo
exdgeno ou endogeno (TEXTOR, 2011). Porém, a necessidade de ativacdo do PRP é outro
ponto controverso com poucas evidéncias na literatura (MCLELLAN; PLEVIN, 2011).

Trombina pode causar reagbes imunomediadas (MARX, 2001) e rapida agregacao;
produtos derivados do calcio podem reduzir a liberacdo de fatores de crescimento
(ZIMMERMANN; ARNOLD, 2003); e colageno tipo 1, presente em tecido lesionado
(SMITH et al., 2006; SCHNABLE et al., 2008), induz liberacdo lenta dos fatores de
crescimento, o que traz beneficio terapéutico (FOSTER et al., 2009). Porém, estudo feito por
McCarrel e Fortier (2009) demonstrou que ha uma pequena degranulacdo plaquetaria e
liberacdo de fatores de crescimento das plaguetas com apenas o estimulo do tecido lesado.

Uma vez ativado, o PRP deve ser aplicado imediatamente, ja que a degranulacdo
ocorrera rapidamente (WROBLEWSKI et al., 2010). Entretanto, a adicdo de trombina ou
calcio para ativar as plaquetas, produz um gel que ndo podera ser aplicado sem o uso de
agulha de grosso calibre, limitando o uso em certos procedimentos (WROBLEWSKI et al.,
2010). O uso de colageno tipo 1 para ativacdo plagquetaria leva a um tempo maior na
degranulacdo e uma menor agregacdo, permitindo o uso de agulhas de menor calibre para sua
aplicacdo, sendo atil em muitos procedimentos (FUFA et al., 2008).

Textor, Norris e Tablin (2011) avaliaram a forca de centrifugacdo, a passagem do PRP
pela agulha e a exposicdo ao coladgeno sobre a liberagdo de PDGF, TGF- ¢ IGF-1 em
amostras de PRP, in vitro, concluindo que ha uma maior liberacdo de PDGF em PRP tratado
exposto ao colageno, e ndo ha diferenca na liberagdo de TGF-p e IGF-1.

Dunkel et al. (2011), analisaram a liberacdo de fatores de crescimento PDGF e TGF1-
B e da citocina proinflamatéria 5 (CCL5) de PRP ativado ou ndo ativado de pdneis. A
concentracdo plaquetaria obtida foi de 145 x 10 °/uL. A ativacdo foi feita com trombina,

quitosana ou TNF-a recombinante equino. O resultado obtido foi que ndo ha diferenca
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significativa na liberacdo de PDGF e TGF1- B por amostras coaguladas, com e sem estimulo,
e que ela é mais baixa em amostras ndo coaguladas (incubadas com citrato de sddio). J& a
liberacdo de CCL5 ndo foi associada a coagulagcdo e foi maior em amostras ativadas com
maiores concentragdes de TNF-a.

Trabalho semelhante foi realizado por Han et al. (2009) para comparar o efeito da
ativacdo plaquetéria. Os autores compararam a osteogénese e a condrogénese, além dos
fatores de crescimento presentes no meio, em cultivos de matriz 6ssea suplementada com PRP
ativado e ndo ativado com trombina, implantados em camundongos nude. O resultado mostra
que a liberacdo de TGF-B1 foi maior no PRP ativado, entretanto, a osteogénese e a
condrogénese s6 foram vistas no grupo com PRP ndo ativado, sugerindo que a ativacdo
plaquetaria ndo deve ser feita em matriz 6ssea desmineralizada.

O estudo mais recente publicado sobre ativagdo ou ndo de plaquetas de equinos por
Zandim et al., 2012, comparou a porcentagem de plaquetas totalmente ativadas, com ativacéo
incerta, em repouso ou com dano irreversivel em amostras de PRP puro, PRP ativado com
CaCl, (10%) ou ativado com trombina bovina. Nesse estudo, concluiu-se que no PRP ativado
com CaCl, existe a maior quantidade de plaquetas ativadas (24%) em relacdo ao PRP puro
(9%), e nas amostras tratadas com trombina, houve grande porcentagem de plaquetas com
dano irreversivel. Os autores recomendam a utilizacdo de PRP puro quando se faz necessario
utilizad-lo na forma liquida, uma vez que além de apresentar adequada porcentagem de
plaquetas ativadas, ele também possui grande porcentagem de plaguetas em repouso (41%),
que podem ser ativadas por substancias do tecido lesionado, como o colageno, a adrenalina e
a serotonina. Em estudo conduzido por Leme et al. (2006) em laminite induzida de equinos,

observou-se ativacdo plaquetaria de PRP puro quando utilizados em equinos endotoxémicos.

2.4.5 Uso do PRP intra-articular

Em cavalos, o PRP é usado com maior frequéncia em lesbes ligamentares e tendineas
(TEXTOR, 2011). Poucos estudos tém avaliado seu efeito na cartilagem articular e nos
meniscos (KISIDAY et al., 2012), tornando o uso intra-articular com menor embasamento
cientifico (TEXTOR, 2011).

O PRP quando utilizado intra-articular, estimula a proliferacéo celular e a producéo de

matriz cartilaginea pelos condrocitos e 0sso subcondral, além de aumentar a producdo de
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acido hialurénico (AH) pelos sinoviécitos (SAITO et al., 2009; FORTIER; HACKETT;
COLE, 2011). Além disso, fatores de crescimento presentes no PRP diminuem a acdo
catabdlica de citocinas como a IL-1 e 0 TNF-a. Dados de estudos in vitro suportam o
potencial terapéutico do PRP no ambiente articular com efeitos anabdlicos na cartilagem,
células mesenquimais e LS (FORTIER; HACKETT; COLE, 2011).

Kruger et al. (2011) demonstraram que o PRP humano sem ativagdo, estimula a
migracdo e a diferenciacdo dos condrdcitos das células mesenquimais progenitoras, induzindo
a formacdo de matriz cartilaginea rica em proteoglicanos e colageno tipo I, além disso,
induziu a expressdo de marcadores genéticos da condrogénese, como colageno tipo Il e IX e
agrecam.

Estudos in vitro demonstraram que condrécitos aumentam a proliferacdo celular, a
sintese de glicosaminoglicanos (GAGSs) e colageno tipo Il quando estimulados com PRP
ativado com carbonato de calcio (AKEDA et al., 2006). Sinovidcitos retirados de pacientes
com OA cultivados com 20% de PRP ativado com cloreto de calcio sem leucdcitos
produziram mais AH que sinovidcitos em 20% de PRP. A melhora na secrecdo de AH
também foi notada em sinovidcitos tratados com IL-1B, sugerindo que o PRP puro pode
induzir condroprotecdo e lubrificacdo articular depois de injecdo intra-articular mesmo na
presenca de inflamacdo (ANITUA et al., 2007).

Estudos in vivo foram conduzidos para avaliacdo do uso de PRP intra-articular. Em
pesquisa feita por Brhem et al. (2006), concluiu-se que a utilizacdo de PRP puro em lesdes
osteocondrais induzidas em ovelhas ndo acarreta em resultado positivo quando comparada a
técnica de colocacéo de flap periosteal, porém néo foi realizada contagem plaquetaria do PRP
obtido.

Estudo conduzido por Kon et al. (2011) para tratamento das mesmas lesdes em
ovelhas, concluiu que a utilizacdo de microfratura com PRP ativado foi melhor do que
microfratura sem PRP, em relacdo a cicatrizacdo da cartilagem. Ja um estudo conduzido por
Sun et al. (2010), utilizando defeitos osteocondrais induzidos em coelhos, obteve que no
grupo tratado com PRP e éacido polilaticogliclico como carreador, houve maior
neocondrogénese, aumento da producdo de GAGs e formacao 6ssea mais semelhante ao 0sso
normal quando vistos na tomografia computadorizada, quando comparados aos grupos com
acido polilaticoglicélico e sem tratamento com PRP.

Em lesdes induzidas do ligamento cruzado cranial em coelhos, obteve-se que a
utilizagdo de PRP em microesferas de gelatina, duas vezes por semana, por trés semanas,

reduziu significativamente a progressdo histolégica e morfolégica da OA quando comparado
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a utilizacdo de plasma pobre em plaquetas (PPP) nas mesmas microesferas (SAITO et al.,
2009). Um estudo realizado em lesdes meniscais de ratos demonstrou que o uso de PRP
melhora o reparo meniscal tanto in vitro como in vivo na 12° semana de tratamento (ISHIDA
et al., 2007).

Carmona e L6pez (2011) relataram o uso de trés aplicacGes via intra-articular de PRP
(450 + 35 x 10° plaquetas e 9,3 + 1,5 leucécitos por mL), ativado com gluconato de calcio
(1:10) na articulacdo escapuloumeral de uma égua com fratura de escapula e imero, lesdo do
tenddo biceps braquial e distensdo da bursa, sendo o intervalo entre aplicacfes de duas
semanas. Houve melhora no quadro clinico nas 48 horas ap6s a primeira aplicacdo e a
recuperacdo do animal em 10 semanas, sendo o0 esperado entre 18-24 semanas. Os autores
concluiram que a melhora foi decorrente da concentracdo suprafisiologica de TGF-p1, fatores
de crescimento derivados de plaquetas, fator de crescimento endotelial, e fator de crescimento
do hepatocito, que contribuiram para o efeito anti-inflamatério e analgésico do PRP.

Estudo feito em equinos com OA em diferentes graus, avaliados clinico e
radiograficamente, concluiu que duas ou trés aplicacGes de PRP intra-articular melhoraram o
quadro do animal (ABELLANET; PRADES, 2009).

Tratamento de laminite crénica em égua com doenca de Cushing foi realizado com
trés aplicacdes de PRP, injetados nas quatro bandas coronarias, com intervalos de 10 dias
entre as aplicacfes (CARMONA et al., 2013). O PRP obtido teve como valor medio 430 x
10° plaquetas e 8,6 leucdcitos/mL, obtido por protocolo utilizando duas centrifugacdes (120G
por cinco minutos e 240G por cinco minutos). Depois da segunda aplicacdo, o PRP produziu
crescimento do casco e reducdo significativa da dor. Apos duas semanas do término das
aplicacOes, a égua ja podia ser montada, provando que o PRP pode ser um adjuvante do
tratamento de laminite crénica.

Yamada et al. (2012) administrou PRP intra-articular em lesdes osteocondrais
induzidas. A aplicacao foi realizada no 30° dia apds cirurgia com PRP ativado com calcio e
trombina e trés vezes depois, com PRP ndo ativado, com intervalos de 15 dias entre as
aplicacBes. A concentracdo plaquetaria média do PRP foi de 362.350 plaquetas/pL. Houve
reducdo dos sinais clinicos da inflamacdo articular, aumento da quantidade de linfocitos e
menor quantidade de neutrofilos, valores mais altos de PGE,, e melhor tecido cicatricial em

articulaces tratadas com PRP.
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2.5 UTILIZACAO DO PRP NA MEDICINA ESPORTIVA

Espera-se que o uso de PRP na Medicina permita aos pacientes boa recuperagdo em
curto espago de tempo, volta a atividade esportiva mais rapidamente, cicatrizacdo tecidual
mais potente, e, provavelmente, menos dor durante a recuperacdo. Acredita-se que com 0 USO
do PRP, além de obter uma cicatrizacdo mais rapida, esta também sera mais eficaz,
melhorando a qualidade do tecido lesionado (WROBLEWSKI et al., 2010).

Em decorréncia de sua origem autdgena, facil preparacdo e excelente seguranca, o
advento do PRP abriu um novo campo na terapia da medicina esportiva (VIDRIERO et al.,
2010).

Estudos tém demonstrado que culturas de tenocitos com uma preparacéo de fatores de
crescimento aumentam a proliferacdo e secrecdo de VEGF e fator de crescimento hepatocito,
que melhoram a angiogénese e diminuem a fibrose (VIDRIERO et al., 2010). Um estudo
realizado por Sanches et al. (2008) comparou a cicatrizacdo de lesées no tendao de Aquiles de
pessoas tratadas com procedimento cirdrgico, sendo um grupo com injecdo de PRP e outro
apenas com a cirurgia, obtendo como resultado cicatrizacdo mais rapida no grupo com PRP.

Bons resultados tém sido vistos com o tratamento de PRP em defeitos de cartilagem,
osteocondrite e OA (VIDRIERO et al., 2010).

Em OA do joelho, Sanchez et al. (2008) usando a injecdo intra-articular de PRP,
obtiveram reducdo significante da dor e melhora na qualidade de vida e sinais clinicos,
quando comparada com a injecdo intra-articular de AH. Este resultado pode ser explicado
pelo efeito do PRP em restaurar a concentracdo de AH e balancear a angiogénese articular
(ANITUA et al., 2007).

Estudo semelhante foi feito por Kon et al. (2011) onde foram comparados os efeitos de
trés aplicacbes com intervalo de 14 dias de PRP ativado por carbonato de célcio versus AH
(alto e baixo peso molecular) na articulacéo do joelho de pacientes com OA, onde a injecao de
PRP mostrou melhor e mais longa eficacia que o AH em reduzir dor e sintomas e melhorar a
funcdo articular. Além disso melhores resultados foram vistos em pessoas jovens com grau de
leséo leve.

Filardo et al. (2012), avaliaram a melhora no grau de OA em joelhos de 144 pacientes,
onde foram comparados dois protocolos diferentes para obtencdo de concentrado de
plaquetas, sendo um obtido com apenas uma centrifugagédo (1,5 vezes a concentracdo basal) e

outro com duas centrifugagdes (4,7 vezes a concentragdo basal). O resultado foi melhora
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significativa nos dois grupos, sendo que os melhores resultados foram vistos em pacientes
jovens com grau leve de degeneracdo da cartilagem. Reagdo de dor e aumento de volume
articular foram vistas no grupo tratado com PRP obtido com duas centrifugacdes, e 0s autores
relacionaram esses achados a presenca de leucécitos, uma vez que eles ndo estavam presentes
no produto final obtido com uma centrifugacéo.

Um estudo realizado por Mishra e Pavelko (2006), relatou que em individuos com
lesdo no ombro pela préatica de ténis, o uso de PRP intralesional mostrou melhora em 60% da
dor em apenas oito semanas ap0s o0 procedimento, enquanto os individuos que receberam
bupivacaina (grupo controle) apresentaram melhora de apenas 16%.

A medicina esportiva equina necessita de novas terapias que visem a recuperacdo mais
rapida de atletas, com menores efeitos colaterais. O uso do PRP para tratar injarias articulares
é baseado no conceito que o PRP contém fatores de crescimento, que sdo importantes

reguladores da cicatrizacao tecidual.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e avaliar os efeitos da utilizacdo de PRP autélogo em articulacGes higidas
de equinos, por meio do exame fisico, ultrassonogréafico e analise de LS. A hipotese é que a
utilizacdo de PRP ndo provoque efeitos inflamatérios.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtencao do PRP autdlogo de maneira asséptica.
2. ldentificar as alteracdes provocadas pelo uso do PRP em articulagdes higidas, por
meio das seguintes avaliacOes:
- exame fisico;
- anélise fisica do LS;
- quantificacdo de citocinas inflamatorias no LS (IL-1, IL-1ra, PGE,, TNF-a);
- quantificacdo de GAGs no LS;
- avaliacdo da quantidade e qualidade do LS e vascularizacdo da membrana

sinovial pelo exame ultrassonogréfico.



48

4 JUSTIFICATIVA

Varias pesquisas foram conduzidas utilizando PRP em tenddes e ligamentos, contudo
pouco se sabe a respeito da sua utilizacdo em articulagdes sinoviais. A administracdo de PRP
em articulacOes higidas forneceria informacGes basicas para o entendimento de seus efeitos na
fisiologia articular, ampliando as perspectivas terapéuticas e justificando sua utilizacdo nas
diferentes artropatias.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Experimento 1 — Avaliar os efeitos inflamatérios da aplicacdo semanal intra-articular do PRP
autdlogo em articulagdes higidas de equinos, por meio do exame fisico, exame

ultrassonografico e analise do LS.

Experimento 2 — Avaliar os efeitos inflamatérios agudos do PRP autdlogo em articulagdes

higidas de equinos, por meio do exame fisico e analise do LS.

5.2 ANIMAIS

Foram selecionados oito equinos sadios para 0 experimento 1, machos ou fémeas, com
idade entre seis e oito anos, que obrigatoriamente permaneciam em repouso em baias
localizadas no Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnica da Universidade de S&o Paulo — USP. Dentre esses oito cavalos, seis foram
selecionados para o experimento 2.

Esses animais ficaram alojados, sobre o mesmo regime alimentar, ou seja, um
quilograma de concentrado duas vezes ao dia e feno de coast-cross também duas vezes ao dia,
e agua ad libitum.

Os animais foram avaliados clinica, radiogréafica e ultrassonograficamente no inicio do
experimento (dia 0), para identificacdo de lesdes nas articulacdes metacarpofalangeanas,
sendo utilizados apenas equinos sem historico de claudicacdo e sem alteragdes ao exame
radiogréafico.

Para o0 exame radiografico o animal permaneceu em posicdo quadrupedal obtendo-se
imagens de ambos 0os membros nas projecdes lateromedial e dorsopalmar, assim como as
obliquas dorsolateral-palmaromedial e dorsomedial-palmarolateral. Para realizacdo dos
exames foi utilizado o aparelno RX Poskom PXP 20 HF e as imagens computadorizadas

foram reveladas por um scanner da marca Fuji®.
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O exame ultrassonogréfico foi realizado com aparelho de alta frequéncia e modo B e
Collor Doppler. O equipamento utilizado foi o ultrassom ESAOTE MyLab 30 VET GOLD,
com transdutor linear de 7,5 a 12 MHz, utilizando-se a frequéncia de 12 MHz. Durante exame
ultrassonografico, o animal permaneceu em posicdo quadrupedal em tronco de contengdo
préprio para equinos.

No experimento 1, o mesmo animal foi submetido a dois tratamentos, com intervalo
de 15 dias entre eles: trés infiltracBes articulares com solugdo fisioldgica 0,9 % (SF) (controle)
em uma das articulacbes metacarpofalangeana e trés infiltracbes de PRP (tratamento) na
contralateral.

Os animais foram divididos em dois grupos, aleatoriamente, a fim de que um grupo
iniciasse com a injecdo de SF e o0 outro grupo, com a injecdo de PRP. A infiltracdo intra-
articular foi realizada nos dias 0, 7 e 14, e coletado LS, sempre previamente a inje¢do, nos
dias 0, 7, 14, 21 e 28, conforme esquema abaixo.

DiIaO Dila7 Dila 14 Diili 21 Dila 28 ]

Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta

Aplicacdo Aplicacdo Aplicacéo

Apos 30 dias do término do experimento 1, seis animais iniciaram o experimento 2,
que consistiu da mesma maneira, em dois tratamentos, com intervalo de 15 dias entre eles:
infiltracdo articular com SF (controle) em uma das articulagdes metacarpofalangeana e uma
infiltracdo de PRP (tratamento) na contralateral.

Os animais foram divididos em dois grupos, aleatoriamente, a fim de que um grupo
iniciasse com a injecdo de SF e o outro grupo, com a injecdo de PRP. A infiltracdo intra-
articular foi realizada no momento O, e o LS coletado em intervalos de 3, 6, 24, 48 e 168 horas

(sete dias) apos aplicacdo, conforme esquema.

v

Oh 3h 6h 24h 48h 168h
Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta

Aplicacdo
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5.2.1 Avaliacéo fisica

Foi realizado exame fisico com enfoque nas articulagcbes metacarpofalangeanas
avaliando-se:

A. inspecdo (aumento de volume, postura antélgica em estacao);

B. palpacéo (calor, dor, consisténcia);

C. dindmica (presenga de claudicagdo): realizada com o animal ao passo e ao trote,
com e sem flexdo da articulagcdo metacarpofalangeana em estudo.

No experimento 1, o exame de claudicacdo foi realizado nos dias 0, 7, 14, 21, 28,
sempre previamente a nova puncéo articular.

No experimento 2, o exame de claudicacdo foi realizado anteriormente a aplicacdo de
SF ou PRP e 3, 6, 24 e 168 horas apés aplicacdo intra-articular.

O grau de claudicacao foi classificado de 0 a 5, conforme citado por Stashak (2006)
(Quadro 2).

Quadro 2 — Sistema de gradacdo de claudicacdo,

Grau | Descricao

0 Claudicacdo imperceptivel sob qualquer circunstancia

1 Claudicacéo de dificil observacao; ndo evidente de forma consistente
independentemente das circunstancias

5 Claudicacdo de dificil observacdo ao passo ou ao trote em linha reta; evidente
de forma consistente em algumas situacdes

3 Claudicagdo consistentemente observada ao trote em todas as situagdes

4 Claudicacéo 6bvia; acentuada inclinagédo de cabeca, passada presa e/ou
encurtada

5 Claudicacgéo 6bvia; minima sustentacdo de peso na movimentacao ou repouso;
inabilidade de locomogéo

Fonte: Stashak (2006)

5.3 PREPARO DO PRP

Ap0s prévia preparacao asséptica da veia jugular, as amostras de sangue venoso foram
coletadas em nove tubos de 4,5 mL com anticoagulante citrato de sodio, utilizando o primeiro
tubo coletado para submeter a amostra sanguinea a contagem do nimero de plaquetas e

células sanguineas totais (hemograma), em aparelho de contagem automatica®.

2 Contador hematoldgico automatico modelo BS 2800 VET, Mindray
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Apos coleta e homogeneizacdo dos tubos, o sangue foi centrifugado em duas etapas,
cada uma com uma diferente forca de centrifugacéo relativa (FCR), durante cinco minutos
(Quadro 3). Todo o protocolo foi realizado em uma camara de fluxo para preservar a
esterilidade.

Quadro 3 — Protocolo de centrifugagdo com variacdo da forca centrifuga relativa (g) e variagcdo do tempo em
minutos (min.) - S&o Paulo - 2011-2012.

Protocolo Forca (g) | Tempo (min.) | Temperatura
1° centrifugacao 150 5 min 24°C
2° centrifugacéo 800 5 min 24°C

Apobs primeira centrifugacdo, todo o plasma foi coletado com uma pipeta Pasteur
estéril, e este foi depositado em dois tubos Falcon estéreis com capacidade de 15 mL. Ao
término da segunda centrifugacdo, o plasma sobrenadante, também conhecido como plasma
pobre em plaquetas (PPP) foi coletado e descartado, resultando em um volume final de 5 ml,
2,5 ml pra cada Falcon utilizado.

O plasma remanescente ficou em repouso durante uma hora a temperatura ambiente.
Em seguida, os tubos permaneceram durante mais uma hora no homogeneizador de tubos.

Finalmente, 0,5 ml do designado PRP foram coletados de cada Falcon e depositados
em micro tubo de 1,5 mL, para contagem do numero de plaquetas e células sanguineas
quantificadas pelo mesmo aparelho de contagem automatica. O restante foi mantido nos tubos
Falcon estéreis, para aplicacdo na articulacéo.

Considerou-se PRP, a quantidade minima de 300.000 plaquetas/uL (YAMADA et al.,
2013; ANITUA et al., 2004).

5.4 COLETA DE LS

Para realizacdo de artrocentese e injecao intra-articular de PRP ou SF 0,9%, o local de
puncdo foi tricotomizado e realizada anti-sepsia com o uso de iodopovidona degermante e
alcool 70%. Foi utilizada agulha hipodérmica 30x0,8 para coleta e injecdo no local, e seringa
de 10 mL para coleta do LS. O acesso escolhido para a artrocentese foi através do ligamento

sesamoideano colateral lateral, segundo técnica descrita por Misheff e Stover (1991).
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O LS coletado foi parcialmente utilizado para avaliagdes in natura, como avaliagdo
fisica, teste do precipitado de mucina e contagem total de células, e o restante foi
acondicionado em microtubos sem anticoagulante, centrifugados em centrifuga refrigerada a
4°C, forca relativa de 19609 durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e colocado em

novos microtubos e armazenado no freezer -80°C para posteriores dosagens.

5.4.1 Andlise fisica do LS

O LS in natura foi avaliado quanto a coloracdo (palha, ouro ou avermelhado), quanto
ao aspecto (limpido, semi-turvo ou turvo) e quanto a viscosidade (graduado de 2 a 5, sendo
menor que 2 classificada como ruim, 2 a 5 boa e maior que 5 classificada como 6tima).

Para realizacdo da andlise estatistica, foram atribuidos escores para as avaliacdes

coloracdo (1, 2 e 3, respectivamente) e aspecto (1, 2 e 3, respectivamente).

5.4.2 Teste do precipitado de mucina

ApoOs prévia centrifugagdo em microtubos, sem anticoagulante, em centrifuga
refrigerada a 4°C, por 15 minutos a 1960g, o LS foi avaliado quanto ao teste do precipitado de
mucina. Para isso, 50 pL do LS centrifugado foi adicionado a 1,5 mL de solucéo de acido
acetico a 2%. O grumo formado foi classificado como bom (1), regular (2), ruim (3) ou muito
ruim (4) (Van Pelt, 1974).

5.4.3 Contagem total e diferencial de células no LS

Para a contagem total de células nucleadas presentes no LS, 5 puL foram pipetados com

pipeta automatica para a montagem da camara de Neubauer®, e posterior contagem com a

% Neubauer — Hirschmann — EM — Techcolor
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utilizacdo de microscopio eletrénico, em um aumento de 40x. Em amostras com alta
contaminacgdo sanguinea, o LS foi previamente diluido em proporcédo de 10 puL de LS em
90pL de SF, e entdo colocado na cdmara de Neubauer para contagem celular.

No experimento 1, foi realizado diferencial celular, onde 50 pl de LS in natura foram
diluidos em 50 pl de SF, homogeneizados e centrifugados* a 4°C e 150 g durante 10 minutos.
Foram descartados 50 pl de sobrenadante e o botdo celular foi ressuspendido nos 50 pl

restantes. Em seguida foram confeccionados os esfregagos, corados com Rosenfeld.

5.4.4 Determinacéo de ureia no LS

Para corregdo dos valores de citocinas e GAGs no LS, foi realizada a dosagem de ureia
das amostras, a fim de corrigir a diluicdo do LS. Para tanto, uma aliquota da amostra coletada
foi descongelada e a concentracdo de ureia no LS foi mensurada em analisador bioguimico

automatico”®.

5.4.5 Determinacdo de IL-1p no LS

Para a quantificacdo da IL-1p utilizou-se 100uL de LS acondicionado em micro tubos
sem anticoagulante, a temperatura de -80°C. O método utilizado para dosagem foi o ELISA
sandwich (Uscn Life Science®) para equinos.

Foram adicionados 100uL de padrdo, branco e das amostras em duplicata aos po¢os da
placa, ja sensibilizada com o anticorpo especifico para IL-1p de equino, e esta foi incubada
por duas horas a 37°C. Apds incubacdo, o liquido foi removido e entdo adicionados 100uL de
reagente de deteccdo (avidina com peroxidase) em cada poc¢o. Apds incubacao por uma hora a
37°C, o liquido foi aspirado e a placa lavada por trés vezes com solucéo de lavagem diluida
em agua ultra-filtrada. Adicionou-se 100uL de outro reagente de deteccdo e a placa foi
incubada a 37°C por 30 minutos. A placa entdo foi lavada por cinco vezes e adicionou-se

90pL de solucdo de substrato a cada poco e a placa foi incubada a 37°C por 20 minutos,

* Centrifuge 5417R - Eppendorf®
® Randox RX Daytona
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protegida da luz. Adicionou-se 50uL de solucdo de &cido sulfdrico para parar a reacao entre
enzima-substrato e a absorbancia foi lida em 450nm em leitor de ELISA® correlacionada &
concentracdo pelo uso de curva padrdo com varia¢do de 15.6 a 1.000 pg/mL. Foram utilizadas
duas amostras de LS de articulagcbes com artrite séptica para validacdo do teste.

5.4.6 Determinacéo de IL-1rano LS

Para quantificacdo de IL-1ra no LS de equinos, foi utilizado método ELISA sandwich,
com o kit Quantikine ® da R&D Systems (EUA). A placa, ja sensibilizada com anticorpo
especifico para IL1-RA de camundongo, recebeu amostras padrdo, controle e amostras a
serem analisadas. A placa foi incubada por duas horas em um agitador de placas e entdo o
liquido foi aspirado e a placa lavada cinco vezes. Apos esse procedimento, 100uL de IL-1ra
conjugada foi adicionado a cada poco. Apds duas horas de incubacdo no agitador e lavagem
da placa, 100pL de solucdo substrato foi adicionado a cada po¢o. Apds 30 minutos de
incubacdo, protegida da luz, os pocos receberam 100uL de solugcdo para parar a reacdo e a
placa foi lida em 450nm em leitor de ELISA correlacionada a concentragéo, pelo uso de uma
curva padrdo com variacdo de 31.2 a 2.000 pg/mL. Foram utilizadas duas amostras de LS de

articulacdes com artrite séptica para validacao do teste.

5.4.7 Determinacdo de TNF-a no LS

O método utilizado para quantificar TNF-o no LS foi o ELISA sandwich, com o kit
Equine TNF alfa duo set obtido da R&D systems®.

A placa foi sensibilizada com anticorpo anti-TNF-a equino e incubada over night em
temperatura ambiente. Apos a incubacdo, a placa foi lavada trés vezes e recebeu solucéo para
bloguear a reacdo. ApoOs incubacdo por uma hora a temperatura ambiente, a placa foi
novamente lavada e adicionou-se 100uL das amostras padrdo e das amostras a serem

analisadas. A placa foi novamente incubada por duas horas a temperatura ambiente e lavada

® |_eitor de Elisa
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trés vezes. Adicionou-se entdo 100uL de anticorpo de deteccdo em cada pogo. Apds
incubagéo por duas horas, a placa foi novamente lavada e 100uL de estreptavidina peroxidase
foram adicionados em cada poco. Apds incubacdo por 20 minutos, protegida da luz,
adicionou-se solucéo substrato e ap6s 20 minutos, a solucdo para parar a reacao. A placa foi
lida a 450nm em leitor de ELISA e correlacionada a concentracdo pelo uso de uma curva
padrdo com variagdo de 15.6 a 1000 pg/mL. Foram utilizadas duas amostras de LS de
articulacGes com artrite séptica para validacdo do teste.

5.4.8 Determinacéo de PGE; no LS

Para quantificacdo de PGE; no LS, foi realizado método ELISA, com o kit adquirido
da empresa Cayman Chemical Company (EUA). O LS utilizado estava acondicionado em
microtubos sem anticoagulante, a temperatura de -80°C. O meétodo utilizado foi um ensaio
baseado na competicdo entre PGE, e PGE; acetilcolinesterase (AChE) ja sensibilizada com
anticorpo policlonal anti-IgG (imunoglobulina G), recebeu em cada poco, a acetilcolinesterase
ligada ao PGE; e o anticorpo especifico para PGE,. Nos pog¢os foram colocados também as
amostras padrdo e as amostras a serem analisadas. A placa foi lavada com reagente Ellman’s,
que contém substrato para AChE. A absorbancia da reacdo foi lida a 412nm em leitor de
ELISA e correlacionada a concentracdo pelo uso de uma curva padrdo com variacao de 7.8 a
1000 pg/mL. Foram utilizadas duas amostras de LS de articulagdes com artrite séptica para

validacao do teste.

5.4.9 Determinacdo de GAGs do LS

Para determinacdo de GAGs no LS, 50uL da amostra acondicionada em microtubos
sem anticoagulante, a -80°C, foi incubada com 100uL de protease alcalina P126 maxatase
(4mg/mL Tris HCI 0,05M), overnight em banho-maria a 50°C.

A amostra foi entdo submetida a fervura, por 15 minutos. Em seguida, residuos

insoltveis foram removidos por centrifugacdo e o sobrenadante foi coletado e seco a vacuo
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em uma centrifuga & vacuo’ por duas horas a 45°C. As amostras foram ressuspendidas em
25ul de agua destilada.

Estas aliquotas (25 ul) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, em tampao
1,3-diaminopropano-acetato 0,05M, pH 9 (PDA), em cuba refrigerada, por aproximadamente
uma hora, como descrito por Jaques et al. (1997) e modificado por Dietrich e Dietrich (1976).

Uma mistura padrdo de GAGs (5uL), contendo condroitim sulfato (CS), dermatam
sulfato e heparam sulfato, na concentracdo de 1mg/mL cada, e uma amostra de 5uL com
concentracdo conhecida de AH foram adicionadas a lamina. O corante vermelho de cresol foi
utilizado como indicador da distancia percorrida pelos GAGs. Na eletroforese em gel de
agarose, tampédo PDA, os GAGs sdo separados pela capacidade de interacdo com a diamina.
Os compostos que menos interagem com 1,3-diaminopropano apresentam maior migracao
eletroforética.

Apos a eletroforese, 0 AH e o CS foram fixados no gel por cetavlon (brometo de
cetiltrimetilaménio) 0,1%, por 2 horas, no minimo. A seguir o gel foi recoberto com papel de
filtro e seco sob corrente de ar aquecida. O CS foi corado com azul de toluidina 0,1% em
solucdo de &cido acético 1% em etanol 50% por 15 minutos. O excesso de corante foi
removido pela mesma solucédo de acido acetico 1% em etanol 50%. Ato continuo o AH foi
corado com azul de toluidina 0,1% em acetato de sodio 0,025 M pH 5 por 15 minutos, sendo
0 excesso de corante removido pelo acetato de sédio 0,025 M.

As laminas foram escaneadas® e as imagens editadas® para analise das bandas

metacromaticas e obtencdo das unidades densitométricas™®.

5.5 EXAME ULTRASSONOGRAFICO

No experimento 1, foi realizado exame ultrassonografico da articulacdo
metacarpofalangeana, avaliando-se: a) o LS quanto ao seu aspecto e quantidade presente na
articulacdo; b) capsula articular com relacdo a espessura, insercdo e aspecto; c) os ligamentos
guanto ao aspecto e insercao; d) vascularizacdo presente na membrana sinovial; e) cartilagem

articular; f) presenca de alteracdes no osso subcondral; g) presenca de osteofitos. O exame

" Vacufuge vaccum concentrator - Eppendorf®
& Epson Expression 1680®

° Laund Silver Fast Epson IT8®

1% L auch VisionWorksLS®
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ultrassonografico foi realizado semanalmente nos dias 0 (controle), 7, 14, 21, 28, sempre
previamente a nova puncao articular.

O exame foi realizado com aparelho de alta frequéncia e modo B e Color Doppler. O
equipamento utilizado foi o ultrassom ESAOTE MyLab 30 VET GOLD®, com transdutor
linear de 7,5 a 12 MHz, utilizando-se a frequéncia de 12 MHz. Durante exame
ultrassonografico, o animal permaneceu em posi¢do quadrupedal em tronco de contencdo
préprio para equinos. Para realizacdo dos exames ultrassonograficos, a regido da articulacdo
metacarpofalagena foi tricotomizada e foi aplicado gel de contato, e entdo a mesma foi
avaliada nos aspectos lateral, medial, dorsal e palmar. Ap6s o exame em modo B, foi utilizado
0 Color Doppler para avaliacdo da presenca de vascularizagdo em membrana sinovial
(Quadro 4).
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Quadro 4 — Classificacdo das alteracdes articulares, visibilizadas ao exame ultrassonografico das articulagdes

metacarpofalangeanas — Sdo Paulo — 2011 - 2012..
Achados ultrassonogréficos
Aspecto do LS

Classificacéo

Anecoico A
Efusdo sinovial anecdica B
Heterogéneo predominando liquido anecéico C
Predominio de material amorfo heterogéneo e liquido anecoico D
Liquido com material denso e com focos hiperreflexivos em suspensdo E
Quantidade

Sem alteracdo F
Quantidade aumentada em até metade do volume fisioldgico G
Quantidade aumentada em até o dobro do volume fisioldgico H
Quantidade aumentada em mais que o dobro do volume fisiol6gico I
Quantidade aumentada em trés vezes ou mais do volume fisioldgico J
Membrana sinovial - vascularizagédo

Sem observacdo de fluxo articular L
Vascularizacdo visivel, pontos coloridos esparsos e em pequena quantidade M
Vascularizagdo aumentada, pontos coloridos em blocos e em grande quantidade N
Capsula articular

Espessura

Sem alteracdo @)
Espessura aumentada em até duas vezes o esperado P
Espessura aumentada em duas vezes ou mais gue o0 esperado Q
Insercéo

Lisa R
Discreta irregularidade S
Irregularidade evidente T
Aspecto

Homogéneo U
Area hipoecogénica V
Heterogénea com areas hipo e hiperecogénicas X
Ligamentos - aspecto

Sem alteracdo Z
Heterogéneo com &reas hipoecogénicas Al
Heterogéneo com areas hiperecogénicas Bl
Ligamentos - inser¢édo

Sem alteracdo- lisa C1
Presenca de irregularidades D1
Proliferacdo 6ssea El
Cartilagem articular

Linha de cartilagem bem definida. Continua, lisa e facilmente identificavel F1
Linha de cartilagem de dificil identificacdo, por¢Ges observadas lisa e continua Gl
Linha de cartilagem de dificil identificacdo, por¢des observadas descontinua e rugosa H1
Auséncia de linha de cartilagem e alteracdo difusa da superficie do 0sso subcondral 11
Osso subcondral

Superficie lisa J1
Superficie irregular L1
Osteofitos

Presenca M1
Auséncia N1
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados pelo programa computacional Instat Graphpad
3 software. Apos analise de variancia (ANOVA), para os dados paramétricos (valores de
GAGs do LS, TNF-a, IL-1pB e IL1ra), utilizou-se o teste Turkey-Kramer para amostras ndo
pareadas, para comparagdo entre 0s momentos de observagéo. Para os dados ndo
paramétricos, foi aplicado teste Friedman, na identificacdo de diferencas no exame
ultrassonografico e analise fisica do LS.

Para comparacao entre os grupos foi utilizado o teste t ndo pareado.

O grau de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (P<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTO 1

6.1.1 Exame fisico

Ao exame fisico, ndo foram observados aumento de volume articular, postura
antalgica e alteracGes articulares palpaveis, como calor, dor e alteracdo de consisténcia em
nenhum dos momentos de ambos 0s grupos.

Com relacdo a dindmica, nos animais do grupo que recebeu PRP, o grau de
claudicacdo foi zero em todos os momentos, ja no grupo que recebeu SF, um dos animais
apresentou claudicacdo grau 1, somente no trote apos flexdo, no 21° dia. No entanto, no 28°

dia, a claudicacgéo era ausente.

6.1.2 PRP

Para quantificacdo final de plaquetas utilizando o procedimento descrito no item 5.3,
foi realizada a comparacéo entre a quantidade de plaquetas no sangue de cada animal com a
quantidade de plaquetas contidas no PRP.

A média de concentracdo obtida foi de 2,2 vezes a quantidade presente no sangue
(Figura 1). A média inicial de plaquetas dos oito cavalos foi de 196 x 10° plaquetas/pL e a
média obtida no PRP foi de 423 x 10° plaquetas/uL. Notou-se também grande variacdo da
quantidade de plaquetas de cada animal nos trés diferentes momentos da coleta (Tabela 1).

Em apenas dois momentos, a concentracdo esperada ndo foi obtida (concentracdo

menor que 300 x 10° plaquetas/pL) (Tabela 1).
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Figura 1 — Média da concentracdo plaquetaria obtida apds protocolo de centrifugacdo para obtencdo do PRP de
cada cavalo (1-8), e a média final da concentracdo plaquetaria obtida entre todos os cavalos — Séo

Paulo - 2011-2012
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Tabela 1 — Concentracgdo plaquetaria obtida apds protocolo de obtencdo do PRP, em todos os momentos, de cada
cavalo (1-8) — Sdo Paulo - 2011-2012

Plaquetas Inicio

Plaquetas Final

Animal Momento (x10° L) (x10° L) Concentracao

1 DO 192 521 2,71
D7 251 265 1,06

D14 208 591 2,84

2 DO 112 333 2,97
D7 170 367 2,16

D14 145 341 2,35

3 DO 162 445 2,75
D7 190 562 2,96

D14 250 400 1,6

4 DO 197 406 2,06
D7 207 416 2,01

D14 150 366 2,44

5 DO 165 488 2,96
D7 220 367 1,67

D14 257 446 1,74

6 DO 137 388 2,83
D7 201 463 2,3

D14 198 402 2,03

7 DO 228 230 1,01
D7 251 371 1,48

D14 186 425 2,28

8 DO 178 558 3,13
D7 290 542 1,87

D14 176 482 2,74

Média 196,7 4239 2,24
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A contagem de leucdcitos, foi realizada em contador automatico hematoldgico, e o
valor final permaneceu nos mesmos padrdes dos valores sanguineos, ndo ocorrendo

concentracédo (Tabela 2).

Tabela 2 — Quantidade leucocitétia (x10*/pL) e média da quantidade, presente no PRP, em todos os momentos,
de cada cavalo (1-8) — Sédo Paulo - 2011-2012

Animal  Momento Quantidade de leucdcitos (x 10°/uL)

D7 7.4

N

DO 6,9

D14 4,5

D7 6,2

o

DO 6,2

D14 6

D7 3,6

»

DO 9,5

D14 12,1

D7 6

(o]

DO 14,2

D14 7,1
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6.1.3LS

6.1.3.1 Analise fisica do LS

Os grupos ndo diferiram quanto a coloracdo e aspecto do LS nos diferentes momentos
(P>0,05), havendo predominio de coloracdo palha e aspecto limpido (Tabelas 3 e 4 e Figuras
2ab).

Tabela 3 — Coloracdo do LS obtido por artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos
diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 2 1 1 1 1 1 2 2 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 2 2 2 1 1 1 2 2 2 2
6 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1
7 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2
8 1 2 1 1 1 2 2 2 2 1
Mediana 1 1,5 1 1 1 1 1 1,5 1 1

Legenda: palha = 1; ouro = 2; avermelhado = 3; ndo houve diferenca estatistica entre grupos ou momentos(P>0,05).

Figura 2 — Ndmero de animais de acordo com a coloragdo do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF intra-articular — Séo Paulo -

2011-2012
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Figura 3 — Ndmero de animais de acordo com a coloragdo do LS obtido por artrocentese da articulacdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injeto PRP intra-articular — S&o Paulo -
2011-2012

Tabela 4 — Aspecto do LS obtido por artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos
diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

Numero de animais

Coloragaodo LS - PRP

D14 D21

Momento {dias)

iipalha Houro

D28

SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3
5 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1
8 1 3 1 1 3 3 3 1 3 1
Mediana 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Legenda: limpido=1; semi-turvo=2; turvo=3; ndo houve diferenca estatistica entre grupos ou momentos(P>0,05)

Figura 4 — Numero de animais de acordo com o aspecto do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF intra-articular — Sdo Paulo -
2011-2012

Numero de animais

Aspectodo LS - SF

DO

D7 D14 D21

Momento {dias)

L limpido Eturvo

D28
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Figura 5 — Nimero de animais de acordo com o aspecto do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP intra-articular — S&o Paulo -

2011-2012

Numero de animais

Aspecto do LS - PRP

DO

D7

Momento {dias)

L limpido Eturvo

D28

Com relagdo a viscosidade, ndo houve diferenca entre os grupos. Houve diferenca

entre 0s momentos 0 e 7; 0 e 21 dias no grupo que recebeu PRP, diminuindo a quantidade de

animais com viscosidade 6tima no 7° e no 21° dia (P<0,05) (Tabela 5 e Figuras 6 e 7).

Tabela 5 — Viscosidade do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos
diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP, sendo < 2 ruim, 2 a 5 boa e > 5 6tima — S&o Paulo

- 2011-2012
. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 3 3 3 3 3 3 1 1 2 3
2 3 2 2 2 3 3 2 1 1 2
3 3 1 3 2 2 3 2 2 2 3
4 3 3 3 3 3 2 3 3 3 2
5 2 3 2 2 3 3 2 3 2 3
6 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3
7 3 3 3 3 2 3 2 3 3 3
8 3 3 3 3 1 2 1 2 2 3
Mediana 3 3 3 3 3 3a 2b 2,5ab 2b 3ab

Legenda: <2 = 1; 2 a5 = 2; >5 =3; letras minusculas distintas diferem estatisticamente (P<0,05).
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Figura 6 — Nimero de animais de acordo com a viscosidade do LS obtido por artrocentese da articulacéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF, sendo < 2 ruim, 2a5boae>5
6tima — S&o Paulo - 2011-2012

Viscosidade do LS - SF

L = = ) B o s

Numero de animais

DO D7 D14 D21 D28

Momento {dias)

M<2 WN2ab EB>5

Figura 7 — Ndmero de animais de acordo com a viscosidade do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP , sendo < 2 ruim, 2 a5 boa e >
5 6tima — Sdo Paulo - 2011-2012
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6.1.3.2 Teste do precipitado de mucina

N&o houve diferenca entre 0s grupos em relacdo ao precipitado de mucina. Contudo,
observa-se piora na qualidade da mucina entre os momentos 0 e 14 dias no grupo que recebeu
PRP (P < 0,05) (Tabela 6 e Figuras 8 e 9).
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Tabela 6 — Teste de mucina do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos,
nos diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular, sendo 1-bom, 2-regular, 3-
ruim — Sao Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 1 2 1 1 1 1 3 3 2 1
2 1 1 1 1 1 1 1 8 8 1
3 1 3 3 3 1 1 2 2 2 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
7 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
8 1 1 1 1 1 2 3 3 1 1
Mediana 1 1 1 1 1 la lab 2b lab lab

Letras minGsculas distintas na mesma linha denotam diferenga significativa (P>0,05). Néo foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos no mesmo momento (P>0,05).

Figura 8 — Numero de animais de acordo o teste de mucina do LS obtido por artrocentese da articulacdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF intra-articular, sendo 1-bom, 2-
regular, 3-ruim — Séo Paulo - 2011-2012

Mucina no LS - SF

Numero de animais
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1 m2 @3
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Figura 9 — NUmero de animais de acordo o teste de mucina do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP intra-articular, sendo 1-bom,
2-regular, 3-ruim — S8o Paulo - 2011-2012

Mucina no LS - PRP

Numero de animais

D14

Momento {dias)

L1 B2 M3

6.1.3.3 Contagem total de células no LS

N&o houve diferenca no nimero de células nucleadas do LS entre 0s grupos, nos
diferentes momentos. Quando comparados os diferentes momentos no mesmo grupo, notou-se
aumento do numero de células nos dias 7, 14 e 21 em relacdo ao dia 0 (P<0,05) no grupo
PRP, bem como aumento celular nos momentos 7, 14, 21 e 28 dias em relacdo ao momento 0

no grupo que recebeu SF (P<0,05) (Tabela 7 e Figura 10).

Tabela 7 — Contagem celular (células/uL) do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana
dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular — S&o
Paulo - 2011-2012

: SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 165 800 297,5 730 440 437,5 667,5 450 4425 177,5
2 155 425 450 300 370 75 127,5 450 450 200
3 77,5 300 600 490 4475 77,5 500 317,5 950 287,5
4 65 197,5 2775 172,5 130 100 280 375 205 200
5 1975 345 202,5 167,5 280 350 632,5 390 635 240
6 105 375 312,5 225 80 560 380 465 365
7 240 150 555 4725 375 117,5 85 167,5 312,5 225
8 217,5 435 435 800 600 280
Média 152,81a 370,36b 402,50b 385,00b 323,92b 176,78a 407,50b 416,25b 507,50b  246,88ab
DP 65,03 212,77 148,45 187,14 117,47 151,09 241,07 179,23 226,62 61,45

Letras mindsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica dentro do mesmo grupo (P<0,05). Nao foi
observada diferenga estatistica entre os grupos no mesmo momento (P>0,05).
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Figura 10 — Contagem média e desvio padrao de células nucleadas do LS obtido por artrocentese da articulacéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo
Paulo - 2011-2012
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Né&o houve diferenca na porcentagem de células mononucleares e polimorfonucleares
do LS entre os grupos, nos diferentes momentos (Tabelas 8 e 9, Figuras 11 e 12).
Tabela 8 — Porcentagem de células mononuclueares do LS (%) obtido por artrocentese da articulagdo

metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-
articular — S8o Paulo - 2011-2012

) SF PRP
Animal

DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28

1 100 98 98 97 100 99 100 97 100 99

2 91 94 89 100 97 100 90 100 100 86
3 100 85 70 94 98 100 100 100 63 100

4 100 95 90 88 97 100 95 84 100 86

5 100 100 100 100 100 96 98 100 100 95

6 97 99 100 98 100 100 98 100 100 97

7 93 100 95 95 95 90 93 100 100 97

8 100 70 86 100 100 100 67 74 80 96

Média 98 93 91 97 98 98 93 94 93 95

DP 4 10 10 4 2 4 11 10 14 5

N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento e entre 0S momentos dentro do mesmo grupo
(P>0,05).
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Figura 11 — Porcentual médio e desvio padrdo de células mononucleares do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-

articular — Séo Paulo - 2011-2012
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Tabela 9 — Porcentagem de células polimorfonucleares do LS (%) obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-

articular — Sao Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 0 2 2 3 0 1 0 3 0 10
2 9 11 0 3 0 10 0 0 14
3 0 15 30 4 2 0 0 0 37 0
4 0 5 10 12 3 0 5 16 0 14
5 0 0 0 0 4 2 0 0 5
6 3 0 2 0 0 2 0 0 3
7 7 0 5 5 5 10 7 0 0 3
8 0 30 14 0 0 0 33 26 20 4
Média 2 7 9 3 2 2 7 6 7 7
DP 4 10 10 4 2 4 11 10 14 5

Né&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento e entre os momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).



72

Figura 12 — Porcentual médio e desvio padrdo de células polomorfonucleares do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-
articular — S&o Paulo - 2011-2012
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6.1.3.4 Determinacéo de ureia do LS

A quantidade de ureia (mg/dL) foi obtida e utilizada para corrigir os valores de GAGs
e citocinas no LS (Tabela 10).

Tabela 10 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de ureia (mg/dL) do LS obtido por artrocentese da

articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF
ou PRP intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 34,5 40,2 31 37,2 32,5 29,2 37,4 33,9 40,7 33,3
2 43,4 44,8 43 36,6 36,9 47,9 42,1 43,2 42,4 36,6
3 41,4 37,7 40,3 41,4 44,2 41 38,4 32,1 40,2 42,5
4 55 43,3 48 47,5 38,1 48,4 44,6 49,8 49,4 50
5 36,7 40,1 41,1 40,1 39,5 36,8 38,1 46,4 40,7 42
6 39,7 31,7 30,7 28,1 25,9 40,1 29,6 31,7 34,4 34,3
7 49,4 28,6 36,8 37,3 41,9 34,4 38,7 34,3 35,9 35,6
8 38,5 35,6 36,1 38,7 38,4 39,7 38,4 38,4 42 37
Média 42,3 37,8 38,4 38,4 37,2 39,7 38,4 38,7 40,7 38,9
DP 6,8 5,6 5,9 54 5,7 6,5 4,3 6,9 4,5 5,6

N&o foi observada diferenca estatistica entre os momentos dentro do mesmo grupo (P>0,05).
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6.1.3.5 Determinacgéo de IL-1p, IL1ra, TNF-a e PGE; do LS

N&o houve diferenca nos valores de IL-1pB, IL-1ra, TNF-a ¢ PGE, entre 0s grupos e
entre os momentos dentro do mesmo grupo (Tabelas 11 a 17 e Figuras 13 a 18).

Com relacdo a IL-1 B, valores baixos foram encontrados no grupo PRP, enquanto no
grupo SF, os valores da amostra ficaram abaixo da curva padrao do kit utilizado.

Tabela 11 — Valores individuais, média e desvio padrao (DP) de IL-1p (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou
PRP intra-articular — So Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 0 0 0 0 0 2,00 0 0,70 0,41 0
2 0 0 0 0 0 0 8,80 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 1,41 0 4,25 0 0,41
5 0 0 0 0 0 0,23 0 1,12 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0,41 0,23 3,19 5,25 5,55
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Meédia 0 0 0 0 0 0,51 1,13 1,16 0,71 0,75
DP 0 0 0 0 0 0,7 3,1 1,6 1,8 1,9

N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo
(P>0,05).

Figura 13 — Valores, média e desvio padrdo, de IL-1B (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da articulagéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo
Paulo - 2011-2012
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Tabela 12 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de IL-1p/ureia (pg/mg) do LS obtido por
artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando
injetado SF ou PRP intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 0 0 0 0 0 6,88 0 2,09 1,01 0
2 0 0 0 0 0 0 20,91 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 2,93 0 8,54 0 0,83
5 0 0 0 0 0 0,64 0 2,42 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 1,20 0,61 9,30 14,65 15,60
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média 0 0 0 0 0 1,46 2,69 2,79 1,96 2,05
DP 0 0 0 0 0 2,4 7,4 3,9 51 55

Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos no mesmo momento ou entre os momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).

Figura 14 — Valores, média e desvio padrdo, de IL-1pB/ureia (pg/mg) do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo

Paulo - 2011-2012
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Tabela 13 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de IL1-ra (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou

PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DP 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Nao foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).

Tabela 14 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de TNF-a (pg/mL) do LS obtido por artrocentese
da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF

ou PRP, intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

) SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 351,04 166,23 291,66 375,12 672,17 288,92 214,17 171,37 314,79 231,51
8 2,95 0 3,19 87,24 1,33 0
Média 44,25 23,75 36,46 53,59 84,42 47,02 30,60 21,59 44,97 28,94
DP 123,9 62,8 103,1 141,7 237,4 102,4 80,9 60,5 118,9 81,8

Néo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).
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Figura 15 — Valores, média e desvio padrdo, de TNF-a (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da articulacao
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o

Paulo - 2011-2012
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Tabela 15 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de TNF-o/ureia (pg/mg) do LS obtido por
artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando

injetado SF ou PRP , intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 710,63 581,24 792,56 1005,71  1604,24 839,89 553,41 499,62 876,87 650,33
8 7,67 0,00 0,00 0,00 8,31 219,75 0,00 3,49 0,00 0,00
Média 89,79 72,66 99,07 125,71 201,57 132,46 69,18 62,89 109,61 81,29
DP 250,87 205,50 280,21 355,57 566,77 296,01 195,66 176,47 310,02 229,93

N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).
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Figura 16 — Valores, média e desvio padrdo, de TNF-o/ureia (pg/mg) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-
articular — S&o Paulo - 2011-2012
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Tabela 16 — Valores individuais, média e desvio padrao (DP) de PGE, (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou
PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal

DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28

1 3,5 25,06 34,42 59,97 35,63 17,72 32,65 100,59 30,84 21,6

2 2,14 6,67 19,05 5,85 9,35 3,01 7,54 11,41 15,65 6,23

3 5,21 149,9 37,99 17,17 23,19 13,42 48,6 35,51 104,78 14,5
4 15,31 16,15 17,4 18,08 20,07 11,1 5,81 18,83 16 22,96
5 24,51 11,71 15,18 19,21 16,95 19,12 23,11 21,6 18,35 50,08
6 3,92 5,67 10,72 33,5 41,95 7,12 25,8 15,28 17,68 28,45
7 23,57 11,87 13,72 19,52 19,05 7,3 17,05 13,81 11,16 16,32

8 16,79 17,8 10,52 6,39 22,17 66,94 34,52 51,95 25,06 2,7
Média 11,87 30,60 19,88 22,46 23,55 18,22 24,39 33,62 29,94 20,36
DP 9,3 48,6 10,5 17,4 10,4 20,4 14,3 30,2 30,8 14,7

Néo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo
(P>0,05).
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Figura 17 — Valores, média e desvio padrdo, de PGE, (pg/mL) no LS obtido por artrocentese da articulagao
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo
Paulo - 2011-2012
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Tabela 17 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) da relagdo PGE,/ureia (pg/mg) no LS obtido por
artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando
injetado SF ou PRP intra-articular — Sdo Paulo, 2013.

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 10,14 62,34 111,03 161,21 109,63 60,68 87,30 296,73 75,77 64,86
2 4,93 14,89 44,30 15,98 25,34 6,28 17,91 26,41 36,91 17,02
3 12,58 397,61 94,27 41,47 52,47 32,73 126,56 110,62 260,65 34,12
4 27,84 37,30 36,25 38,06 52,68 22,93 13,03 37,81 32,39 45,92
5 66,78 29,20 36,93 47,91 42,91 51,96 60,66 46,55 45,09 119,24
6 9,87 17,89 34,92 119,22 161,97 17,76 87,16 48,20 51,40 82,94
7 47,71 41,50 37,28 52,33 45,47 21,22 44,06 40,26 31,09 45,84
8 43,61 50,00 29,14 16,51 57,73 168,61 89,90 135,29 59,67 7,30
Média 27,93 81,34 53,02 61,59 68,52 47,77 65,82 92,73 74,12 52,16
DP 22,5 128,7 31,2 51,5 44,8 52,0 39,2 91,0 76,8 36,3

Néo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).
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Figura 18 — Valores, média e desvio padréo, de PGE,/ureia (pg/mg) no LS obtido por artrocentese da articulagao
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando administrado PRP e SF — S&o Paulo -

2011-2012
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6.1.3.6 Determinacdo de GAGs do LS

N&o houve diferenca entre os valores de AH e CS, com e sem a correcdo por ureia,
entre 0s grupos e entre 0s momentos dentro do mesmo grupo (Tabela 18 a 21, Figuras 19 a

22), quando densitometradas as laminas de eletroforese em gel de agarose (Figuras 23 e 24).

Tabela 18 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de AH (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou
PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

: SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28

1 523,28 468,81 415,57 496,37 444,04 721,29 597,32 316,37 542,77 593,93

2 181,67 221,72 242,55 337,01 202,97 471,82 364,76 415,61 387,72 471,84

3 369,48 228,81 604,08 572,99 498,33 245,65 509,56 426,14 481,26 501,21

4 565,21 503,39 584,35 580,81 691,00 193,42 340,21 536,88 505,43 197,62

5 333,66 553,83 566,41 517,86 567,46 628,09 611,08 507,30 621,81 242,60

6 766,90 546,20 537,69 322,63 398,98 763,98 824,09 666,27 705,75 742,84

7 517,85 499,92 520,45 356,34 298,29 655,32 626,91 596,40 560,27 537,40

8 260,68 356,92 271,96 392,54 264,95 906,59 1402,01 463,49 1396,00 296,03
Média 439,84 422,45 467,88 447,07 420,75 573,27 659,49 491,06 650,13 447,94
DP 189,2 135,9 142,1 106,9 164,0 251,0 337,4 110,4 315,8 188,0

N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo
(P>0,05).
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Figura 19 — Valores, média e desvio padrdo, de AH (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da articulacéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o
Paulo - 2011-2012
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Tabela 19 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) da relacdo AH/ureia (ug/ug) do LS obtido por
artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos,
quando injetado SF ou PRP , intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 1,5 1,2 1,3 1,3 1,4 2,5 1,6 0,9 1,3 1,8
2 0,4 0,5 0,6 0,9 0,6 1,0 0,9 1,0 0,9 1,3
3 0,9 0,6 1,5 1,4 1,1 0,6 1,3 1,3 1,2 1,2
4 1,0 1,2 1,2 1,2 1,8 0,4 0,8 1,1 1,0 0,4
5 0,9 1,4 1,4 1,3 1,4 1,7 1,6 1,1 1,5 0,6
6 1,9 1,7 1,8 1,1 1,5 1,9 2,8 2,1 2,1 2,2
7 1,0 1,7 1,4 1,0 0,7 1,9 1,6 1,7 1,6 1,5
8 0,7 1,0 0,8 1,0 0,7 2,3 3,7 1,2 3,3 0,8
Média 1,12 1,09 1,29 1,22 1,31 1,34 1,49 1,25 1,34 1,23
DP 0,5 0,5 0,4 0,2 0,4 0,8 0,7 0,4 0,4 0,7

Néo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0S momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).
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Figura 20 — Valores de AH/ureia do LS obtido por artrocentese da articulagio metacarpofalangeana, nos

diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012
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Tabela 20 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de CS (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF

ou PRP intra-articular — Sao Paulo - 2011-2012

) SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 27,91 28,61 60,86 26,94 22,84 22,12 41,23 18,83 26,97 21,36
2 46,06 48,59 38,88 38,81 39,37 17,31 22,42 28,25 32,20 54,14
3 69,37 51,08 40,56 49,71 38,47 149,33 46,36 37,31 54,12 31,02
4 27,50 26,13 24,97 36,70 34,16 52,27 30,35 51,25 33,62 43,23
5 88,07 36,09 21,14 38,80 38,81 51,16 58,71 29,57 40,21 140,79
6 37,77 24,53 20,05 19,40 18,31 31,38 66,67 39,22 50,81 38,03
7
8 247,11 58,17 134,32 29,80 142,96 139,72 95,44 25,27 55,51 19,20
Média 77,69 39,03 48,68 34,31 47,85 66,18 51,60 32,81 41,92 49,68
DP 77,9 13,5 40,3 9,8 42,7 55,2 24,6 10,6 11,5 41,9

Néo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).



82

Figura 21 — Valores de CS (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana, nos
diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012
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Tabela 21 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de CS/ureia (ug/pug) do LS obtido por artrocentese
da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF
ou PRP intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

. SF PRP
Animal
DO D7 D14 D21 D28 DO D7 D14 D21 D28
1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1
4 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
5 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3
6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
7
8 0,6 0,2 0,4 0,1 0,4 0,4 0,2 0,1 0,1 0,1
Média 0,12 0,09 0,09 0,09 0,09 0,13 0,12 0,09 0,10 0,14
DP 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1

Néo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo
(P>0,05).
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Figura 22 — Valores de CS/ureia (ug/pg) do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana, nos
diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012
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Figura 23 — Eletroforese em gel de agarose de GAGs de LS de articulagdo higida, ap6s injegdo de SF. P1:
mistura padrdo de GAGs contendo CS, DS e HS, 5ug cada; AH: AH padrdo, 5 pg — S&o Paulo,
2011-2012
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Figura 24 — Eletroforese em gel de agarose de GAGs de LS de articulacdo higida, ap6s injecdo de PRP. P1:
mistura padrdo de GAGs contendo CS, DS e HS, 5ug cada; AH: AH padrao, 5 pg — Sao Paulo,
2011-2012
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6.1.4 Exame ultrassonografico

Como foram utilizados animais com as articulagdes metacarpofalageanas higidas,
estes ndo apresentavam alteracGes com relacdo a: espessura, inser¢do e aspecto da capsula
articular, estando todos enquadrados nas classificacbes O, R e U respectivamente; 0s
ligamentos mantiveram-se com aspecto e insercdo integros (Z e C1, respectivamente); a
cartilagem articular apresentou-se bem definida (F1); o osso subcondral com superficie lisa
(J1) e ostedfitos ndo foram identificados (M1). Esses aspectos ultrassonograficos nao
mudaram durante todo experimento, em ambos 0S grupos.

AvaliacBes ultrassonograficas obtidas quanto ao aspecto e qualidade do LS e
vascularizacdo da membrana sinovial, mudaram no decorrer do experimento (Figuras 25 e
26).

Quanto ao aspecto do LS, ndo houve diferenca entre 0s grupos, ou entre 0s momentos
dentro do mesmo grupo (P>0,05) (Figuras 27 e 28).

Quanto a quantidade de LS, ndo houve diferenca entre os grupos. Entre 0s momentos
do grupo que recebeu SF também ndo houve diferenca. No grupo que recebeu PRP, houve
aumento da quantidade de LS nos dias 14 e 28 quando comparados ao dia 0 (P<0,05) (Figuras
29 e 30).
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Com relacdo a vascularizacdo da membrana sinovial, ndo houve diferenca entre os
grupos, porém houve aumento da vascularizagdo no dia 14 quando comparado ao dia 0 do
grupo que recebeu PRP (P<0,05) (Figuras 31 e 32).

Figura 25 — Imagens ultrassonogréficas do recesso medial com liquido anecéico e material amorfo — S&o Paulo -
2011-2012

Legenda: F - sem alteragdo; G - quantidade aumentada em até metade do volume fisioldgico; H - quantidade aumentada em
até o dobro do volume fisiol6gico



86

Figura 26 — Imagens ultrassonograficas do recesso medial com liquido anecdico e material amorfo, e avaliagdo
em Color Doppler — Sdo Paulo, 2011-2012

Legenda: L - sem observacdo de fluxo articular; M - vasculariza¢do visivel ou pontos coloridos esparsos e em pequena
quantidade; N - vasculariza¢do aumentada ou pontos coloridos em blocos e em grande quantidade no mesmo animal
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Figura 27 — NUmero de animais de acordo com 0 aspecto do LS observado por exame ultrassonografico da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando administrado PRP — S&o Paulo

—2011-2012
Aspecto do LS - PRP
" &
‘©
Ee6
&
L4
2
g 2
3
Z90
Do D7 D14 D21 D28
Momento {dias)
MA MB WC ED ME

Legenda: A - anecdico, em quantidade normal; B - efusdo sinovial anecdica; C - heterogéneo predominando liquido
anecoico; D - predominio de material amorfo heterogéneo e liquido anecdico; E - material amorfo heterogéneo e/ou liquido
com material denso e com focos hiperreflexivos em suspensao

Figura 28 — NUmero de animais de acordo com o aspecto do LS observado por exame ultrassonografico da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, guando administrado SF — Sdo Paulo — 2011-2012
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Legenda: A - anecdico, em quantidade normal; B - efusdo sinovial anecéica; C - heterogéneo predominando liquido
anecoico; D - predominio de material amorfo heterogéneo e liquido anecdico; E - material amorfo heterogéneo e/ou liquido
com material denso e com focos hiperreflexivos em suspensdo
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Figura 29 — NUmero de animais de acordo com a quantidade de LS observado por exame ultrassonogréafico da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando administrado PRP — S&o Paulo
—2011-2012
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Legenda:F - sem alteracdo; G - quantidade aumentada em até metade do volume fisiolégico; H - quantidade aumentada em
até o dobro do volume fisiolégico; | - quantidade aumentada em mais que o dobro do volume fisiol6gico; J - quantidade
aumentada em trés vezes ou mais do volume fisioldgico

Figura 30 — NUmero de animais de acordo com a quantidade de LS observado por exame ultrassonogréafico da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, guando administrado SF — Sdo Paulo — 2011-2012
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Legenda: F - sem alteragdo; G - quantidade aumentada em até metade do volume fisioldgico; H - quantidade aumentada em
até o dobro do volume fisioldgico; | - quantidade aumentada em mais que o dobro do volume fisioldgico; J - quantidade
aumentada em trés vezes ou mais do volume fisioldgico
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Figura 31 — Ndmero de animais de acordo com a vascularizagdo da membrana sinovial observado por exame
ultrassonografico da articulagdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando administrado PRP —
Sédo Paulo - 2011-2012
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Legenda: L - sem observacdo de fluxo articular; M - vascularizagdo visivel ou pontos coloridos esparsos e em pequena
quantidade; N - vascularizagdo aumentada ou pontos coloridos em blocos e em grande quantidade — S&o Paulo - 2011-2012

Figura 32 — Numero de animais de acordo com a vascularizagdo da membrana sinovial observado por exame
ultrassonografico da articulagdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando
administrado SF — S&o Paulo — 2011-2012
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Legenda: L - sem observacdo de fluxo articular; M - vascularizacdo visivel ou pontos coloridos esparsos e em pequena
quantidade; N - vascularizacdo aumentada ou pontos coloridos em blocos e em grande quantidade
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6.2 EXPERIMENTO 2

6.2.1 Exame fisico

Ao exame fisico, ndo foram observados aumento de volume articular, postura
antalgica e alteracdes articulares palpéaveis, como calor, dor e alteracdo de consisténcia em
nenhum dos momentos de ambos 0s grupos.

Com relagdo a dindmica, em ambos 0s grupos, o grau de claudicacéo foi zero em todos

0S momentos.

6.2.2 PRP

Para quantificacdo final de plaquetas utilizando o procedimento descrito no item 5.3,
foi realizada a comparacgéo entre a quantidade de plaquetas no sangue de cada animal com a
quantidade de plaquetas contidas no PRP.

A média de concentracdo obtida foi de 2,2 vezes a quantidade presente no sangue
(Figura 33). A média inicial de plaquetas dos oito cavalos foi de 180 x 10° plaquetas/pL e a
média obtida no PRP foi de 389 x 10° plaquetas/pL (Tabela 22).

Figura 33 — Média da concentracgdo plaquetaria obtida ap6s protocolo de centrifugacéo para obtencdo do PRP de
cada cavalo (1-6), e a média final da concentracdo plaquetaria obtida entre todos os cavalos — So
Paulo - 2011-2012
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Tabela 22 — Concentracdo plaquetéria obtida ap6s protocolo de obtencdo do PRP, em todos os momentos, de
cada cavalo (1-6) — S&o Paulo - 2011-2012

Plaquetas Inicio  Plaquetas Final

Animal (x10° L) (x10° L) Concentragéo

1 191 440 2,3

2 160 356 2,2

3 217 432 2,0

4 178 365 2,1

5 173 353 2,0

6 163 387 2,4
Média 180 389 2,2

A contagem de leucdcitos, foi realizada em contador automéatico hematolégico, e o
valor final permaneceu nos mesmos padrdes dos valores sanguineos, ndo ocorrendo

concentracédo (Tabela 23).

Tabela 23 — Quantidade leucocitéria (x10*/pL) presente no PRP, em todos os momentos, de cada cavalo (1-6) —
Sdo Paulo - 2011-2012

Animal Momento Quantidade de leucécitos (x 10%/uL)
1 MO 5,7
2 MO 7,3
3 MO 3,9
4 MO 11,4
5 MO 11,0
6 MO 3,1
Meédia 6,5

6.2.3 LS

6.2.3.1 Analise fisica do LS

Os grupos ndo diferiram quanto a coloracdo. No grupo PRP houve diferenca entre 0s
momentos 0 e 24; 0 e 48; 24 e 168 quanto a coloracdo, com predominio de coloracdo palha no
MO0 e M168 (P<0,05) (Tabela 24, Figuras 34 e 35).
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Tabela 24 — Coloracéo do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana dos seis cavalos, nos
diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP

Animal MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168

1 3 3 3 3 3 1 1 3 2 3 2 1

2 1 1 3 3 3 1 2 2 2 2 2 2

3 3 3 3 2 1 1 1 1 1 3 2 2

4 1 2 2 2 2 1 1 3 3 3 3 1

5 1 2 2 2 1 2 1 1 2 2 2 1

6 1 1 2 2 3 1 1 3 3 3 3 1
Mediana 1 2 2,5 2 2,5 1 lac 2,5abc 2abc 3b 2bc 1c

Legenda: palha=1; ouro=2; avermelhado = 3, letras mindsculas distintas diferem estatisticamente (P<0,05).

Figura 34 — NUmero de animais de acordo com a coloragdo do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF intra-articular — So Paulo -
2011-2012
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Figura 35 — NUmero de animais de acordo com a coloragdo do LS obtido por artrocentese da articulacdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injeto PRP intra-articular — Sao Paulo -
2011-2012
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Quando comparados o aspecto do LS entre 0s grupos, observa-se aumento do aspecto
turvo no M6 no grupo PRP em relacéo ao grupo SF (P<0,05) (Tabela 25).

No grupo PRP houve diferenga no aspecto entre 0s momentos 6 e 0; 48, 168, com
predominio de aspecto limpido no M48 e M168 (P<0,05) (Figuras 36 e 37).

Tabela 25 — Aspecto do LS obtido por artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos seis cavalos, nos
diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP

Animal MO M3 M6 M24 M48  M168 MO M3 M6 M24 M48 M168

1 1 1 1 1 1 1 3 3 3 3 1 1

2 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1

3 1 1 1 3 1 1 1 1 3 3 1 1

4 1 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 1

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1

6 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 3 1
Mediana 1 1 1 1 1 1 la lab 2b 2ab la la

Legenda: limpido = 1; semiturvo = 2; turvo =3; letras minusculas distintas diferem estatisticamente (P<0,05).

Figura 36 — Numero de animais de acordo com o aspecto do LS obtido por artrocentese da articulacdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF intra-articular — Sdo Paulo -

2011-2012
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Figura 37 — Numero de animais de acordo com o aspecto do LS obtido por artrocentese da articulagéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP intra-articular — S&o Paulo -

2011-2012
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Com relacdo a viscosidade, ndo houve diferenca entre os grupos. Nos dois grupos,
observa-se piora na viscosidade no M6 em relagcdo ao M0 (P<0,05), e no grupo SF, piora da
viscosidade no momento 3 horas em relagdo ao MO0 (P<0,05) (Tabela 26, Figuras 38 e 39).
Tabela 26 — Viscosidade do LS obtido por artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos seis cavalos, nos

diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP , sendo < 2 ruim, 2 a 5 boa e > 5 6tima — S&o
Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal MO M3 M6 M24 M48  M168 MO M3 M6 M24 M48  M168
1 3 2 2 2 2 3 2 2 2 2 3 3
2 3 2 2 3 2 2 3 3 3 3 3 3
3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3
4 3 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3
5 2 2 2 2 3 3 3 3 2 3 3 3
6 3 2 2 2 2 2 3 2 2 2 2 3
Mediana 3a 2b 2b 2ab 2,5ab 3ab 3a 3a 2,5b 3ab 3ab 3ab

Legenda:<2=1;2a5=2;>5=3.
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Figura 38 — Numero de animais de acordo com a viscosidade do LS obtido por artrocentese da articulagéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF — S&o Paulo - 2011-2012
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Legenda: < 2 ruim, 2 a5 boa e >5 6tima

Figura 39 — Numero de animais de acordo com a viscosidade do LS obtido por artrocentese da articulacdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP ,— S&o Paulo - 2011-2012
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Legenda: <2 ruim, 2 a5 boa e > 5 6tima

6.2.3.2 Teste do precipitado de mucina

Houve diferenca entre os grupos em relacdo ao precipitado de mucina no M3,onde
observa-se piora na qualidade da mucina no grupo PRP (P<0,05). Também se observa piora
na qualidade da mucina no momento 3 horas em relacdo ao momento 0, no grupo que recebeu
PRP (P < 0,05) (Tabela 27 e Figuras 40 e 41).
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Tabela 27 — Teste de mucina do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos,
nos diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular, sendo 1-bom, 2-regular, 3-ruim
— S8o Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal MO M3 M6 M24 M48  M168 MO M3 M6 M24 M48  M168
1 1 1 1 1 1 1 1 2 3 3 1 3
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1 3 3 1 2 3
6 1 1 1 1 1 2 1 3 2 1 2 1
Mediana 1 1A 1 1 1 1 la 3bB 2ab lab lab 2ab

Letras mindsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica dentro do mesmo grupo (P<0,05).
Letras maitsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica entre os grupos (P<0,05).

Figura 40 — Ndmero de animais de acordo o teste de mucina do LS obtido por artrocentese da articulacéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado SF intra-articular — So Paulo -

2011-2012

Mucina LS - SF

Q= MNW RO

Numero de animais

MO

M3 M6 M24

Momento {(horas)

H1 B2 @3

Mag M168

Legenda: 1-bom, 2-regular, 3-ruim

Figura 41 — Ndmero de animais de acordo o teste de mucina do LS obtido por artrocentese da articulagéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP intra-articular — Sao Paulo -

2011-2012

Mucina LS - PRP

Numero de animais
(R
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M3 M6 M24
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H1 B2 @3
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Legenda: 1-bom, 2-regular, 3-ruim
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Houve diferenca no nimero de células nucleadas do LS entre 0s grupos nos momentos

3, 6, 24 e 48 horas. Quando comparados os diferentes momentos no mesmo grupo notou-se

aumento do nimero de células nos momentos 6 e 24 horas em relagdo ao momento 0 (P<0,05)

e posterior diminuicdo da contagem celular no momento 168 horas (P<0,05) no grupo PRP,

bem como aumento celular no M24 em relacdo a 0, 3, 6, 48 e 168 horas; e aumento celular em

M48 em relacdo a MO no grupo que recebeu SF (P<0,05) (Tabela 28 e Figura 42).

Tabela 28 — Contagem celular (células/pL) do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana
dos seis cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou PRP intra-articular — S&o Paulo

- 2011-2012
SF PRP
Animal
M3 M6  M24  M48 M168 | MO M3 M6  M24  M48  M168

1 35 700 1025 1700 1175 275 | 700 23000 16900 11300 3900 100
2 228 280 2000 7150 2700 1400 | 275 8325 2600 2800 1035 445
3 28 115 688 3413 928 450 | 110 13800 27600 12800 5950 100
4 95 200 2425 6725 1910 263 | 425 6050 16750 13150 7050 385
5 80 140 875 5125 1675 170 | 45 5850 21800 29250 9350 950
6 265 120 325 3200 3380 290 | 450 925 4450 11250 2700 3125

Média 121,83a 274'A16a° 1223acA 455A2'1b 196A1'3C 474,66ac| 270,41a 84g98'5a 15016bB 13425bB 49§7B’5a 382,08a
DP 1005 2230 8125 21475 9304 4622 | 2627 85730 97645 8637,5 30413 313,20

Letras mindsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica dentro do mesmo grupo (P<0,05).
Letras maiusculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica entre os grupos (P<0,05).

Figura 42 — Contagem média e desvio padréo de células nucleadas do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo

Paulo - 2011-2012

Contagem celular
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M24
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6.2.3.4 Determinacgéo de ureia do LS

N&o houve diferenca entre 0s momentos dentro do mesmo grupo nos valores de ureia
(Tabela 29).

Tabela 29 — Valores individuais, média e desvio padrao (DP) de ureia (mg/dL) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF
ou PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 359 374 359 362 355 361 0 441 457 448 423 347
2 316 335 331 307 377 386 304 317 316 414 336 304
3 365 344 326 329 391 351 296 302 272 363 288 277
4 308 281 265 262 347 273 357 396 344 395 418 302
5 338 318 312 312 316 326 368 398 362 385 373 366
6 428 418 395 426 415 460 274 295 308 362 356 291
Média 352,33 345,00 331,33 333,00 366,83 359,50 | 266,50 358,17 343,17 394,50 365,67 314,50
DP 43,4 47,1 43,9 56,0 35,0 62,4 135,5 61,2 63,8 32,8 51,2 34,4

Nao foi observada diferenca estatistica entre os momentos dentro do mesmo grupo (P>0,05).

6.2.3.5 Determinacéo de IL-1p, IL1ra, TNF-a e PGE; do LS

N&o houve diferenca nos valores de IL-1p e IL-1B/ureia entre 0s grupos e entre 0S
momentos dentro do grupo PRP. No grupo SF, os valores de IL-1p foram abaixo dos valores
detectaveis (Tabelas 30 e 31 e Figuras 43 e 44).
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Tabela 30 — Valores individuais, média e desvio padréo (DP) de IL-1p (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana de seis cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou
PRP intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

) SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00
2 <0,00 <0,00 0,11 5,84 7,8 0 7,91 1,00
3 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <000 <0,00
4 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 1,41 1,41
5 <0,00 <0,00 <000 <000 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 <0,00 0,82
6 <0,00 <0,00 <0,00 <000 <000 1,71 <0,00 0
Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,04 0,97 1,30 0,29 1,56 0,81
DP 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 2,4 3,2 0,7 3,2 0,6
Néo foi observada diferenca estatistica entre os grupos no mesmo momento, ou entre os momentos dentro do grupo PRP
(P>0,05).
Figura 43 — Valores, média e desvio padrdo, de IL-1B (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo
Paulo - 2011-2012
IL-1P
5
-4
13
w3
j=1
@ 2
=1 \\: N § T
0 - &\ N \\[\‘. &
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Momento {(horas)
H SF NPRP
Tabela 31 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de IL-1B/ureia (pg/mg) do LS obtido por
artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos,
quando injetado SF ou PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012
: SF PRP
Animal
M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0,39 18,45 24,68 0 23,56 3,3
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 1,69 2,35
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3,87
6 0 0 0 0 0 4,73 0 0,4
Média 0 0 0 0 0 0,07 3,08 4,11 0,79 4,21 1,65
DP 0 0 0 0 0,2 7,5 10,1 1,9 9,5 1,7

N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).
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Figura 44 — Valores, média e desvio padrdo, de IL-1p/ureia (pg/mg) do LS obtido por artrocentese da articulacao
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo
Paulo - 2011-2012
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Nota-se aumento do valor de IL-1ra no M24, em relagdo ao MO e M3 (P<0,05) no
grupo PRP. N&o houve diferenca entre os grupos e entre os momentos do grupo SF (P>0,05).
Quando corrigido o valor de IL-1ra pela ureia, observa-se aumento no valor de IL-1ra
no M24 em relacdo aos momentos 0, 3 e 168 em ambos os grupos (P<0,05). Nao houve
diferenca entre os grupos (P>0,05) (tabelas 32 e 33 e figuras 45 e 46).
Tabela 32 — Valores individuais, média e desvio padrao (DP) de IL-1ra (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da

articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou
PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

_ SF PRP
Animal =05 M3 M6 M24  M48  M168 | MO M3 M6 M24  M48  M168

1 <0,00 <0,00 <000 <000 <000 <000 | <0,00 <000 <000 <000 <0,00

2 <0,00 <0,00 2059 97,83 3423 <000 | <0,00 <000 <000 <000 <000  <0,00

3 <0,00 <0,00 <000 52,77 9,55 <000 | <0,00 <000 16,03 162,22 <0,00

4 <0,00 <0,00 <0,00 159,38 <0,00 <0,00 | <0,00 <000 <000 5496 47,02  <0,00

5 <0,00 <0,00 <000 <000 <000 <000 | <0,00 <000 <000 4394 <000 <0,00

6 <0,00 17,87 <0,00 153,67 22842 <000 | <0,00 <000 <000 3513 <0,00  <0,00
Média 0 298 343 7727 4537 0 0a 0a  2,67ab 4938b 7,84ab  Oab

DP 0 7.3 8,4 715 90,7 0 0 0 6,5 598 19,2 0

Letras mindsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica dentro do mesmo grupo (P<0,05).
N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos no mesmo momento (P>0,05).
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Figura 45 — Valores, média e desvio padrdo, de IL-1ra (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da articulacéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o
Paulo - 2011-2012
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Tabela 33 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de IL1-ra/ureia (pg/mg) do LS obtido por
artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana de seis cavalos, nos diferentes momentos, quando
injetado SF ou PRP intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal

M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M43 M168

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 63,17 297,35 87,55 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 171,90 25,34 0 0 0 58,92 446,87 0 0

4 0 0 0 608,32 0 0 0 0 0 139,14 112,49 0

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 114,13 0 0

6 0 42,76 0 360,72 550,42 0 0 0 0 97,038 0 0

Média 0,0a 7,132  10,53a 239,7b  110,5a 0a 0,00  0,00a 9,82ab  132,8b 18,75ab 0a

DP 17,5 25,8 2338 2181 0 0,0 0,0 24,1 164,7 45,9 0

Letras mindsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica dentro do mesmo grupo (P<0,05).
N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos no mesmo momento (P>0,05).

Figura 46 — Valores, média e desvio padrdo, de IL-1ra/ureia (pg/mg) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-
articular — Sdo Paulo - 2011-2012
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N&o houve diferenca nos valores de TNF-a e TNF-a/ureia entre os grupos e entre os

momentos dentro do mesmo grupo (Tabelas 34 e 35 e Figuras 47 e 48).

Tabela 34 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de TNF-a (pg/mL) do LS obtido por artrocentese
da articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF
ou PRP, intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M43 M168 MO M3 M6 M24 M43 M168
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1,23 9,16 4,06 0,44 24,71 16,74 601,0 1049,2 1049,2 10492 621,35 151,44
3 23844 24169 362,42 589,29 29547 306,23 0 86,19 113,3 47,64 9,29 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Media 39,94 41,81 61,08 98,29 53,36 53,83 100,17 283,85 23251 182,81 105,11 30,29
DP 97,2 98,0 147,6 240,5 119,0 123,8 2454 511,9 459,2 4249 252,9 67,7

Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos no mesmo momento, ou entre os momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).

Figura 47 — Valores, média e desvio padrdo, de TNF-o (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da articulagdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Séo

Paulo - 2011-

2012
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Tabela 35 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de TNF-o/ureia (pg/mg) do LS obtido por
artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando

injetado SF ou PRP , intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 3,36 26,64 12,47 1,33 63,19 47,69 1977,1 3309,8 3320,3 2534,3 18492 498,18
3 754,56 72147 10949 19195 783,73 793,35 0 28539 41656 131,26 32,28 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média 126,32 12469 18456 320,14 141,15 140,17 | 329,52 599,20 622,81 44426 313,58 83,03
DP 307,8 292,6 446,0 783,5 315,8 320,6 807,1 1332,8 1332,0 1025,3 7524 203,4

Néo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos no mesmo momento, ou entre 0s momentos dentro do mesmo grupo

(P>0,05).

Figura 48 — Valores, média e desvio padrdo, de TNF-o/ureia (pg/mg) do LS obtido por artrocentese da
articulacdo metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-
articular — S&o Paulo - 2011-2012
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Houve aumento no valor de PGE, no momento 3 horas, em relacdo aos momentos 0,

24, 48 e 168 horas no grupo PRP (P<0,05). Nao houve diferenca entre 0s momentos do grupo

SF (P>0,05). Houve diferenca entre os grupos nos momentos 3 e 6 horas (P<0,05) (Tabela 36,

Figura 49).

Quando corrigido os valores de PGE; pelos valores de ureia, houve aumento no valor

no momento 3 horas, em relacdo aos momentos 0, 24, 48 e 168 horas no grupo PRP (P<0,05).

N&o houve diferenca entre os momentos do grupo SF (P>0,05). Houve diferenca entre os

grupos nos momentos 3 e 6 horas (P<0,05) (Tabela 37 e Figura 50).
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Tabela 36 — Valores individuais, média e desvio padrao (DP) de PGE; (pg/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou
PRP intra-articular — So Paulo - 2011-2012

Animal SF PRP

MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 8,13 16,62 26,50 9,03 21,53 19,76 23,89 117,73 68,77 35,71 28,91 14,17
2 28,17 34,65 57,56 30,35 51,06 44,70 8,12 200,10 86,63 29,48 33,61 13,55
3 17,93 22,32 30,07 27,67 16,82 13,83 9,53 67,83 47,38 38,93 41,96 29,94

4 20,66 14,94 53,18 62,81 46,14 24,51 4,82 43550 247,19 65,96 38,25

5 9,87 14,00 28,68 23,49 20,12 19,44 4,82 43550 247,19 65,96 38,25
6 6,50 28,53 43,90 18,15 26,57 68,64 15,59 81,80 57,55 27,10 47,51 20,41
Média 8,13 16,62A  26,50A 9,03 21,53 19,76 23,89a 117,7b 68,77ab  35,71a 28,91a 14,17a
DP 28,17 34,65 57,56 30,35 51,06 44,70 8,12 20(?,10 86E,;63 29,48 33,61 13,55

Letras mindsculas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos no mesmo grupo (P<0,05).

Letras maidsculas na mesma linha denotam diferenga entre os grupos (P<0,05).

Figura 49 — Valores, média e desvio padrdo, de PGE, (pg/mL) no LS obtido por artrocentese da articulacdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o

Paulo - 2011-2012

400
E 300
S
[=14]
2200
& 100 N I
- 0 X T a8

MO M3 M6 M24 M48 M168
Momento {(horas)
B SF NPRP

Tabela 37 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) da relagdo PGE,/ureia (pg/mg) no LS obtido por
artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando

injetado SF ou PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 22,65 44,45 73,83 24,97 60,64 54,73 266,95 150,47 79,72 68,35 40,83
2 77,17 100,71 176,56 92,26 130,59 127,35 26,72 631,22 274,13 71,21 100,02 44,59
3 56,74 66,63 90,85 90,13 44,62 35,82 32,20 22459 174,17 107,24 145,70 108,08
4 67,09 53,17 200,69 239,73 132,98 89,78 13,50 1099,7 718,57 166,98 91,50
5 29,20 44,03 91,94 75,27 63,67 59,64 13,10 1094,2 682,84 171,32 102,54
6 15,19 68,25 111,13 42,60 64,02 149,22 56,90 277,30 186,87 74,86 133,45 70,13
Média 4467 62,87A 1241A 9416 8275 86,09 | 2848a 598bB 364abB 1118a 1069a  659a
DP 25,7 21,3 51,9 76,2 38,7 445 17,9 4125 264,0 46,2 28,3 31,0

Letras mindsculas na mesma linha denotam diferenca entre 0s momentos no mesmo grupo (P<0,05).

Letras maitsculas na mesma linha denotam diferenca entre os grupos (P<0,05).
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Figura 50 — Valores, média e desvio padrao, de PGE,/ureia (pg/mg) no LS obtido por artrocentese da articulagéo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando administrado PRP e SF — S&o Paulo -

2011-2012
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6.2.3.6 Determinacdo de GAGs do LS

Com relagdo ao AH, houve diferenca entre 0s grupos no momento 168 horas, onde se
observa maior concentracdo de AH no grupo SF em relacdo ao grupo PRP (P<0,05). No
grupo PRP, houve diminuicao da concentracdo de AH as 3, 6 e 168 horas em relacéo ao valor
inicial e aos valores de 24 horas (P<0,05). No grupo SF, também ocorreu diminuicdo dos
valores de AH as 3 e 6 horas em comparagdo aos valores iniciais e de 48 horas (P<0,05)
(Tabela 38 e Figura 51).

Observa-se diminuicdo nos valores de AH/ureia nos momentos 3, 6 e 168 horas em
relacdo ao momento 0 no grupo PRP (P<0,05). Ndo houve diferenca entre 0s momentos no

grupo SF, ou entre os grupos (Tabela 39 e Figura 52).
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Tabela 38 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de AH (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da
articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou

PRP intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 536,21 368,04 379,98 678,79 489,23 429,91 | 400,56 233,15 236,27 402,17 357,30 245,64
2 461,39 379,09 282,87 346,14 359,70 42191 | 560,31 355,32 327,00 548,26 467,43 292,72
3 471,82 350,78 352,33 379,50 406,15 386,89 | 526,31 220,44 266,71 540,46 487,26 382,44
4 522,06 394,40 404,75 498,62 469,37 390,69 | 470,73 376,04 26592 368,25 342,67 305,82
5 35253 320,65 336,17 358,75 365,32 333,49 | 602,76 451,72 427,85 471,72 47592 291,99
6 391,21 316,97 28641 401,01 391,78 309,31 | 323,69 250,79 316,01 579,75 366,58 294,73
Média 455a 354b 340b 443ab 413a 378abA 480a 314b 306b 485a 416ab 302bB
DP 72,1 31,5 49,2 127,2 54,0 48,1 104,4 93,6 68,4 85,7 67,2 445
Letras mindsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica dentro do mesmo grupo (P<0,05).
Letras maitsculas diferentes na mesma linha denotam significancia estatistica entre os grupos (P<0,05).
Figura 51 — Valores, média e desvio padrdo, de AH (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da articulacdo
metacarpofalangeana, nos diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o
Paulo - 2011-2012
MO M3 M6 M24 M4g M168
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Tabela 39 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) da relacdo AH/ureia (ug/pg) do LS obtido por
artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos,
quando injetado SF ou PRP, intra-articular — Séo Paulo - 2011-2012
SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 1,49 0,98 1,06 1,88 1,38 1,19 1,12 0,59 0,69 1,02 0,85 0,81
2 1,46 1,13 0,85 1,13 0,95 1,09 1,89 1,18 1,20 1,51 1,62 1,06
3 1,29 1,02 1,08 1,15 1,04 1,10 1,43 0,55 0,74 1,40 1,31 1,04
4 1,70 1,40 1,53 1,90 1,35 1,43 1,72 1,27 0,86 1,02 0,96 1,05
5 1,04 1,01 1,08 1,15 1,16 1,02 1,98 1,42 1,35 1,14 1,42 0,96
6 0,91 0,76 0,73 0,94 0,94 0,67 0,57 0,69 1,29 0,87 0,85
Média 1,32 1,05 1,05 1,36 1,14 1,09 1,63a 0,93b 0,92b 1,23ab 1,17ab 0,96b
DP 0,3 0,2 0,3 0,4 0,2 0,2 0,4 0,4 0,3 0,2 0,3 0,1

Letras mindsculas na mesma linha denotam diferenca entre 0s momentos no mesmo grupo (P<0,05).
N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos no mesmo momento (P>0,05).
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Figura 52 — Valores de AH/ureia do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana, nos
diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012
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Com relagdo ao CS, houve diferenca entre 0s grupos nos momentos 24 e 48 horas,

onde se observa maior concentracdo de CS no grupo PRP em relacdo ao grupo SF (P<0,05).

No grupo PRP, houve aumento da concentragdo de CS em 24 e 48 horas em relagdo a 3, 6 e

168 horas (P<0,05) e de M24 horas tambem em relacdo a MO (P<0,05). No grupo SF, os

valores em 24 e 48 horas sdo maiores que 3 e 6 horas (P<0,05) (Tabela 40 e Figura 53).

Observa-se aumento nos valores de CS/ureia no M24 e M48 em relacdo aos momentos

0, 3, 6 e 168 no grupo PRP; e aumento no M24 em relacdo ao M3, M6 e M168 no grupo SF

(P<0,05). Nao houve diferenca entre os grupos nos valores de CS/ureia (Tabela 41 e Figura

54).

A lamina de eletroforese em gel de agarose foi escaneada e lida no densitdmetro
(Figura 55).

Tabela 40 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de CS (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da

articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF ou
PRP intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012

SF PRP

Animal MO M3 M6 M24  M48  M168 | MO M3 M6 M24 M43 M168
1 3545 2314 2426 3498 3652 1654 | 40,12 1390 1834 7518 12725 2437
’ 4442 3796 2242 8883 5330 6048 | 6351 1860 1931 90,36 53,88 10,99
3 42,84 218 3538 3985 3916 32,66 | 3800 2665 1917 17375 97,56 19,88
4 31,06 1743 1895 4849 7426 1865 | 2063 2066 872 11062 39,63 1551
5 2202 2682 2590 3298 3419 17,02 | 2753 1243 1143 2943 2663 12,24
6 4962 20,44 2487 7504 80,94 2324 | 2464 3920 2845 15663 10317 22,64
Média 37ab 24a 25a 53bA 53bA 28ab 35ac 2la 17a  105bB  74bcB 17a
DP 10,1 7,2 5,5 232 202 17,0 15,6 9,9 69 534 402 5,5

Letras mindsculas na mesma linha denotam diferenca entre 0s momentos no mesmo grupo (P<0,05).
Letras maitsculas na mesma linha denotam diferenca entre os grupos (P<0,05).
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Figura 53 — Valores de CS (ug/mL) do LS obtido por artrocentese da articulagdo metacarpofalangeana, nos

diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — S&o Paulo - 2011-2012
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Tabela 41 — Valores individuais, média e desvio padrdo (DP) de CS/ureia (ug/pg) do LS obtido por artrocentese
da articulacdo metacarpofalangeana dos oito cavalos, nos diferentes momentos, quando injetado SF
ou PRP (PRP) intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012

SF PRP
Animal
MO M3 M6 M24 M48 M168 MO M3 M6 M24 M48 M168
1 0,10 0,06 0,07 0,10 0,10 0,05 0,11 0,04 0,05 0,19 0,30 0,08
2 0,14 0,11 0,07 0,29 0,14 0,16 0,21 0,06 0,07 0,25 0,19 0,04
3 0,12 0,06 0,11 0,12 0,10 0,09 0,10 0,07 0,05 0,45 0,26 0,05
4 0,10 0,06 0,07 0,19 0,21 0,07 0,08 0,07 0,03 0,31 0,11 0,05
5 0,07 0,08 0,08 0,11 0,11 0,05 0,09 0,04 0,04 0,07 0,08 0,04
6 0,12 0,05 0,06 0,18 0,20 0,05 0,09 0,06 0,35 0,24 0,07
Média 0,11ab 0,07a 0,08a 0,16b 0,14ab 0,08a 0,12a 0,06a 0,05a 0,27b 0,200 0,06a
DP 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0

Letras mindsculas na mesma linha denotam diferenca entre 0s momentos no mesmo grupo (P<0,05).

Letras maiusculas na mesma linha denotam diferenca entre os grupos (P<0,05).

Figura 54 — Valores de CS/ureia (pg/pg) do LS obtido por artrocentese da articulacdo metacarpofalangeana, nos

diferentes momentos, quando injetado PRP e SF intra-articular — Sdo Paulo - 2011-2012
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Figura 55 — Eletroforese em gel de agarose de GAGs de LS de articulacdo higida, apds injegdo de PRP. CS: CS
padrdo,5ug ; AH: AH padrio, 5 ug — Séo Paulo, 2011 - 2012

MO M3 M6 M24 M48 M168 AH CS
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7 DISCUSSAO

Enfermidades articulares em equinos sdo doencas comuns e que levam a dor,
diminuicdo da movimentacdo e queda de desempenho em animais atletas. O tratamento
baseado em anti-inflamatorios e condroprotetores torna-se dificil, uma vez que o ambiente
articular tem pouca capacidade intrinseca de se restaurar, e esses farmacos sdo administrados
em doses frequentes, o que acarreta efeitos colaterais. Buscando melhores resultados clinicos
no tratamento de lesdes articulares, novas terapias estdo sendo desenvolvidas e testadas, tanto
em ensaios clinicos como experimentais. Dentre elas, grande destaque merecem 0s
hemoderivados.

Inimeros trabalhos sdo publicados avaliando o uso de PRP em tendGes e ligamentos,
porém, pouco se tem estudado sobre seus efeitos nas articulagdes sinoviais. Nesse estudo,
avaliamos a resposta articular frente a aplicagdo de PRP, no que diz respeito a clinica, analise
do LS e exame ultrassonografico.

Os mesmos animais foram utilizados para os grupos controle e tratado, em ambos 0s
experimentos, a fim de minimizar a variacdo individual. A articulagcdo metacarpofalangeana
foi utilizada por ser de facil acesso para coleta de LS e frequentemente acometida por doencas
articulares.

A avaliacdo clinica da articulacdo em estudo permitiu-nos observar que a aplicacdo de
PRP, seja seriada ou em aplicacdo Unica, ndo provoca sinais clinicos relacionados a artrite,
uma vez que ndo observamos aumento de temperatura, volume ou dor, (MCILWRAITH,
2002), diferentemente do encontrado por Textor e Tablin (2013), onde foi observado efusédo
sinovial apds 6, 24 e 96 horas da injecdo intra-articular de PRP ativado ou néo.

O exame de claudicacdo composto pelo passo e trote, com e sem flexdo da articulacao,
também demonstrou que os animais ndo sentiram dor. Textor e Tablin (2013) obtiveram
presenca de teste de flexdo positivo quando da injecdo de PRP intra-articular em equinos
ativado por trombina bovina e auséncia de claudicacdo quando utilizado PRP puro ou ativado
com cloreto de célcio. Melhora no grau de claudicacdo em equinos com lesbes articulares
quando da injecdo de PRP intra-articular ja foi comprovada (CARMONA et al., 2007;
VIDRIERO et al., 2010; CARMONA,; LOPEZ, 2011; YAMADA et al., 2012).

Nesse estudo utilizamos o método de dupla centrifugagdo com uso de tubos para

obtencdo do PRP. E um protocolo de facil realizacdo, porém ha necessidade de laboratério
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equipado com centrifuga e cdmara de fluxo, ja que hd manipulacdo do produto durante sua
producéo e esse devera ser estéril.

O protocolo apresentou boa repetibilidade, e a concentracdo plaquetéaria média atingiu
niveis maiores que 300.000 plaquetas/ul, podendo entdo o produto considerado PRP
(FOSTER et al, 2009; MCCARREL; FORTIER, 2009; CARMONA; LOPEZ, 2011,
YAMADA et al., 2012; GIRALDO et al., 2013). Estudos relacionando o uso de PRP e
melhora no quadro clinico do animal foram realizados com concentra¢@es plaquetarias entre
300 a 450.000 plaquetas/uL (CARMONA; LOPEZ, 2011; YAMADA et al., 2012;
CARMONA, 2013).

Protocolos que geram maior concentracdo plaquetaria, ndo sdo necessariamente
melhores, uma vez que forgas gravitacionais muito altas, como utilizadas em medicina
humana, provocam ativacao plaquetaria quando utilizadas em equinos (KISIDAY et al., 2012)
e também altas concentragfes podem ser inibitérias (WEIBRICH et al., 2001).

Em apenas dois momentos ndo obtivemos a concentracdo esperada de plaquetas no
PRP. A variacdo dentro do mesmo individuo e entre os individuos é reconhecido como o fator
determinante para atingir a concentracdo plaquetaria (MAZZOCCA et al., 2012). Resultado
semelhante foi obtido por Boswell et al. (2012), onde notaram variagdo na concentracdo
plaquetaria do mesmo individuo, além de variacdo no numero de leucdcitos. Essa variagdo
pode ser atribuida a inameros fatores, como hidratagéo, inflamacéo e lipemia (AHMADIZAD
et al, 2010; HARTLEY, 2012) ou raca, sexo e idade (GIRALDO et al., 2013).

Os dois animais do experimento que nao atingiram concentracdo plaquetaria ideal
durante um dos momentos, apresentaram lesdes inflamatdrias, um deles gastrite e 0 outro
ferida em pele na face palmar do osso metacarpiano, podendo ser o processo inflamatério a
possivel explicacdo para o ocorrido. A influéncia da raca, do sexo e da idade ndo pode ter
ocorrido nesse caso, ja que os animais tinham idades discrepantes, um macho e uma fémea, de
racas diferentes, e ambos atingiram a concentracdo exigida nos outros momentos.

A presenca de leucocitos no PRP é bastante controversa na literatura, se por um lado
eles tém acdo benéfica, como antibiético (MOOJEN et al., 2008; CIESLIK-BIELECKA et al.,
2009) e sdo essenciais para debridamento de tecidos lesionados e liberacdo de citocinas
(BOSWELL et al, 2012), por outro tém efeitos deletérios, através da liberacdo de
metaloproteinases e de sua competicdo com 0s GAGs (BOSWELL et al., 2012).

Observamos que a contagem média de leucocitos no PRP utilizado semanalmente e
com aplicacdo Unica, ndo ultrapassou os valores de referéncia para a contagem de leucdcitos

no sangue total, e sua presenca ndao provocou efusdo e dor articular, contradizendo o que
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Arnockzy, Delos e Rodeo (2011) constataram. Em estudo realizado por Textor e Tablin
(2013), o namero de leucocitos ultrapassava os valores obtidos nesse experimento (13,1 X
10°/uL versus 8,3 x 10%/uL), e também ndo foram observados sinais clinicos relacionados a
processo inflamatério. A eficacia da presenca de leucécitos no PRP torna-se de dificil
avaliacdo, uma vez que poucos trabalhos citam a concentracdo leucocitaria no PRP
(ARNOCKZ; DELOS; RODEO, 2011).

Como era necessaria a obtencdo de PRP de maneira asséptica, semeamos o produto
final obtido em meio de cultura para avaliacdo de crescimento bacteriano, onde este ndo foi
notado. A presenca de leucOcitos era mais uma garantia que ndo haveria contaminacao
bacteriana a articulacdo, uma vez que eles possuem efeito antibiético (MOOJEN et al., 2008;
CIESLIK-BIELECKA et al., 2009).

A degranulacdo dos granulos o, granulos densos e granulos lambda presentes nas
plaquetas ocorre quando sdo ativadas (BOSWELL et al.,, 2012), o que pode ser feito de
maneira enddgena ou exogena (WROBLEWSKI et al., 2010). Nesse estudo decidiu-se por
ndo ativa-las previamente, e verificar se a presenca do PRP induziria alguma resposta
inflamatdria. Também se supds que as mesmas poderiam ser ativadas de maneira enddgena,
uma vez que o coladgeno presente em tecidos articulares provoca degranulacdo plaquetaria
(MCCARREL; FORTIER, 2009; TEXTOR, 2011). Ademais, era necessario utilizar o PRP na
forma liquida. Mesmo que a quantidade de fatores de crescimento liberados néo seja tdo alta
(HAN et al., 2009; DUNKEL et al., 2011), ele possui plaquetas em repouso integras que
podem ser ativadas por substancias do tecido lesionado (ZANDIM et al., 2012) e
independente se algum estimulo exdgeno é utilizado ou ndo para induzir coagulacao, isto ndo
influencia na quantidade de fatores de crescimento liberada (DUNKEL et al., 2011).

Além disso, estudos ja& comprovaram que 0 uso de PRP ndo ativado estimula a
migracdo e diferenciacdo de condrdcitos e das células mesenquimais progenitoras (KRUGER
et al., 2011) e a melhora na secrecdo de AH (ANITUA et al., 2007).

Para validacdo da necessidade de ativacdo ou ndo do PRP previamente a sua injecédo
intra-articular, faz-se necessario dosar os fatores de crescimento presentes no meio articular,
ap0s uma hora da aplicacdo, pois € 0 momento de maior liberacdo desses fatores (DUNKEL
et al.,, 2011). Trabalhos foram publicados avaliando a concentracdo de fatores de crescimento
no PRP ativado e ndo ativado (SUTTER et al.,, 2004; MCCARREL; FORTIER, 2009;
TEXTOR; TABLIN, 2013), porém pouco se sabe sobre sua ativacdo enddgena.

A anélise do LS foi realizada para avaliar a resposta sinovial frente a aplicacdo de
PRP.
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O LS normal é amarelo palha e limpido. A coloracdo avermelhada indica hemorragia
no momento da puncdo e o amarelo ouro indica um processo hemorragico anterior, com
quebra da hemoglobina (PERSSON, 1971; VAN PELT, 1974, MAHAFFEY, 2002;
MACWILLIAMS; FRIEDRICHS, 2003). Na avaliacdo semanal, em ambos os grupos houve
predominio de coloracdo palha, porém, na injecdo Unica com avaliagcdo seriada, nota-se uma
piora da coloragdo nos momentos 24 e 48 horas, possivelmente decorrente de um processo
inflamatorio (MCILWRAITH et al., 1979), ocasionado pelas artrocenteses seriadas, uma vez
que ndo ha diferenca entre 0s grupos.

Com relag&o a turbidez, na avaliagdo semanal, em ambos os grupos houve predominio
de aspecto limpido durante todo o experimento, enquanto no experimento dois, observou-se
aspecto turvo no grupo PRP, na coleta ap0s seis horas da injecdo, que pode ser decorrente da
presenca de hemacias ou leucocitos (MACWILLIAMS; FRIEDRICHS, 2003), sendo que
nesse caso, possa ter ocorrido tambem pela presenca de plaquetas, ja que em seis horas, como
proposto por Textor e Tablin (2013) h& a maior concentracéo plaquetaria no LS apds injecao
de PRP.

A viscosidade do LS é caracteristica da presenca de AH, e sua qualidade esta
diretamente relacionada a concentracdo e estrutura deste componente (KORENEK et al.,
1992; TULAMO; HEISKANEN; SALONEN, 1995).

A piora na viscosidade no dia 7 do grupo que recebeu PRP semanal; nos momentos 6
horas no grupo PRP e 3 e 6 horas no grupo SF na avaliacdo seriada, pode ter sido decorrente
de possivel sinovite, efusdo ou reducdo da sintese ou polimerizacdo incompleta do AH
(MCILWRAITH et al., 1979; TEW; HOTCHKISS, 1981; STEEL, 2008).

A qualidade do precipitado de mucina foi pior somente no dia 14 no grupo PRP,
coincidentemente com a piora da viscosidade no momento seis horas no grupo PRP seriado, e
ndo foi coincidente com a viscosidade nos momentos 3 e 6 horas do grupo SF. Também
apresenta piora no momento 3 horas do grupo PRP.

Como teoricamente este teste fornece um indice semiquantitativo confiavel do grau de
polimerizacdo da molécula de AH presente no LS (MAHAFFEY, 2002; STEEL, 2008),
somente no momento 6 horas do grupo PRP podemos supor que a piora da viscosidade tenha
relacdo com a polimerizacdo incompleta do AH.

Contudo, trabalhos relatam o aumento da sintese de AH pelos condrocitos quando da
injecdo intra-articular de PRP (AKEDA et al., 2006; ANITUA et al., 2007; MISHRA et al.,
2009; FORTIER; HACKETT, COLE, 2011).
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Como h& aumento na contagem de células nucleadas em articulagbes em movimento
(PERSSON, 1971), os animais permaneceram em repouso durante todo o experimento.
Comparado ao grupo controle, o aumento de células nucleadas no grupo PRP foi maior até a
avaliacdo de 48 horas, porém ndo houve diferenca na avaliagdo semanal. Resultado
semelhante foi encontrado por Textor e Tablin (2013) até as 24 horas, quando comparado
solucdo salina a PRP puro e PRP ativado com cloreto de célcio.

O aumento na contagem celular observado em ambos o0s grupos dos dois
experimentos, pode ter ocorrido devido as injurias na membrana sinovial e sinovite
(MCILWRAITH, 2002), condi¢do inflamatéria (SUGIUCHI et al., 2005) decorrente das
artrocenteses seriadas, porém, nos grupos PRP, o aumento foi mais evidente, o que pode ser
explicado pela presenca de leucdcitos no produto injetado. J& a porcentagem de
polimorfonucleares e mononucleares nos dois grupos de avaliacdo semanal ficaram dentro dos
valores normais para a espécie, sendo 90%-100% mononucleares e 0-10% polimorfonucleares
(VAN PELT, 1962; KORENEK et al., 1992; MCILWRAITH; TROTTER, 1996; CELESTE
et al., 2005; STEEL, 2008).

Para avaliar se ocorreu ou ndo diluicdo do LS decorrente da injecdo de solucédo salina
ou PRP, ou até mesmo de transudado, valores de ureia mensurados no LS foram utilizados
como fator de correcdo para os valores das citocinas, PGE; e GAGs.

Né&o foi observada diferenca entre os grupos nos valores de IL-1pB, IL-1ra e TNF-a,
demonstrando que o PRP ndo induz o processo de catabolismo articular (KIDD et al., 2001;
RIGGS, 2006; CARON, 2011), infeccdo ou inflamacdo (AREND et al., 1998).

Observou-se que nos grupos que receberam PRP, quantidades pequenas de IL-1f3
foram encontradas em todos 0s momentos, tendendo a maiores valores em 6 e 48 horas e nos
dias 7 e 14 na avaliacdo semanal, indicando que possa haver um processo inflamatério no
ambiente articular ou liberacdo de IL-1p pelas plaquetas (BARRY et al., 1999; LINDEMANN
et al, 2001; DUNKEL et al., 2011), que normalmente ocorre ap6s 24 horas da ativacdo
plaquetaria (ROUSSY et al., 2007).

O fato de ser uma proteina de fase aguda (AREND et al., 1998), explica nao
encontrarmos IL-1ra nos grupos de avaliacdo semanal e observarmos valores maiores em 24
horas quando da avaliacdo seriada, corroborando com Hawkins et al. (1995). Estes autores
afirmam que ocorre aumento da producdo de Il-1ra em torno de 24 horas apos insulto
inflamatorio, decorrente da presenca de substancia exdgena a articulagdo ou a artrocentese
seriada. Em nosso ensaio tanto a SF quanto o PRP apresentaram padrdes semelhantes de

aumento da IL-1ra. A ocorréncia fisiologica de IL-1ra demonstra que 0 organismo monta sua
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propria resposta de defesa, e a sintese deste peptideo é parte natural deste processo
(DINARELLO; THOMPSON, 1991; AREND et al., 1998; HORAI et al., 2000; AREND;
GUTHRIDGE, 2000).

Nos quatro grupos, apenas dois animais apresentaram valores detectaveis de TNF-a
tanto na injecdo de SF quanto no PRP. Estudo realizado por Billinghurst, Fretz e Gordon
(1995) demonstrou que 0 TNF-a aumenta nas primeiras 12 horas apos exercicio em cavalos
com doengas articulares e em nosso estudo, percebemos uma tendéncia a maiores valores de
TNF- a em trés e seis horas ap6s injecdo de PRP e em 24 horas apdés injecéo de SF.

Valores maiores de PGE, foram detectados em trés horas apds injecdo de PRP, e
maiores concentraces foram vistas as trés e seis horas no grupo PRP com relacdo a SF.
Resultado semelhante foi encontrado por Rasera et al. (2008), onde foi observado aumento de
PGE; trés horas apds exercicio intenso que voltava aos valores de normalidade apds 24 horas
do exercicio.

Relatos ja foram publicados sugerindo que o aumento de PGE, em processos
inflamatdrios ocorre durante as primeiras 24 horas (HAWKINS et al., 1993; ROSS et al.,
2012), sendo este importante mediador inflamatorio encontrado durante doencas articulares
(HARDY et al., 1998).

Os resultados de IL-1B, TNF-a e PGE; indicam que, mesmo que haja uma inflamacao
decorrente da injecdo de PRP, a articulacdo restabelece os valores normais dessas substancias
em até sete dias.

Com relacdo ao CS, quando avaliados os grupos do experimento dois, notamos
maiores quantidades de CS em 24 horas em ambos os grupos, sem diferenca entre eles, porém
tendendo a ser mais evidente no grupo PRP, podendo indicar catabolismo articular, uma vez
que o CS é um biomarcador direto desse processo (MCILWRAITH, 2005) ou processo de
sintese. Dado o curto intervalo de tempo, acreditamos se tratar de um processo catabdlico,
provavelmente decorrente da destruicdo da MEC em funcdo da inflamacdo provocada pelas
artrocenteses.

O processo catabolico pode ter sido provocado pelas artrocenteses seriadas (VAN
DEN BOOM et al., 2005) e acentuado pela presenca do PRP, pois ele possui fatores que
atuam nas vias anabdlica, catabolica, pro-inflamatéria e anti-inflamatoria (BOSWELL et al.,
2012). Em 168 horas, os valores de CS retornaram aos valores iniciais, padrdo semelhante ao
encontrado por Grauw et al. (2009), onde foi observado aumento nos valores de CS oito horas

apos inducdo de inflamacdo, com retorno aos valores basais em 168 horas.
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A coleta semanal demonstra que, mesmo que haja um processo inflamatdrio
catabodlico, a articulacdo é capaz de restabelecer sua homeostasia em até sete dias,
evidenciando a suspeita de inflamacéo transitoria e ndo deletéria provocada pelo PRP.

Os menores valores de AH foram encontrados as trés, seis e 168 horas no grupo PRP,
que pode indicar catabolismo articular (MCILWRAITH, 2005), ndo havendo diferenca entre
0S grupos, e entre os momentos do grupo SF. Anabolismo articular e aumento na producao de
AH foram encontrados por Akeda et al. (2006) em cultivo in vitro de condrécitos de suinos e
Anitua et al. (2007) em cultivo in vitro de sinovidcitos humano quando utilizado PRP ativado
por trombina e gluconato de célcio, respectivamente, resultado diferente do encontrado nesse
estudo.

Em inflamacdes agudas, a degradacéo pode ser maior que a sintese devido a presenca
de mediadores inflamatdrios. De acordo com Tew e Hotchkiss (1981) menores concentracGes
de AH induzem piora no teste de qualidade do precipitado de mucina em casos de sinovite
aguda e em nosso estudo, notamos piora na viscosidade no grupo PRP as seis horas e no
grupo SF as trés e seis horas e a mucina pior as trés horas no grupo PRP e ruim as 168 horas,
correspondendo aos valores de AH mais baixo.

O exame ultrassonografico foi utilizado no intuito de avaliar as alteracdes articulares,
no que diz respeito as caracteristicas do LS e vascularizacdo de membrana sinovial. A sinovite
ou efusdo articular passam muitas vezes despercebidas durante a avaliagdo clinica, e 0s
exames ultrassonograficos em modo-B e Color Doppler complementam a avaliacéo.

Na avaliagdo do LS, articulacdes higidas apresentam-se com liquido anecdico em
quantidade normal (DENOIX, 2009). Nesse estudo, 0s animais apresentavam
predominantemente LS anecodico, porém com pequena quantidade de material ecogénico,
podendo representar fibrina (DENOIX, 2009), caracteristica que ndo alterou no decorrer das
avaliacGes semanais.

O LS com material heterogéneo pode ser explicado pela utilizacdo de animais
sedentarios, com pequena movimentacdo da articulacéo e, portanto, membrana sinovial mais
espessa. Nao foi observado hipertrofia da sindvia, um dos principais achados
ultrassonograficos dos processos inflamatérios articulares (KANG et al., 2013).

O exame ultrassonografico permitiu observar que existe um processo inflamatério sutil
dos componentes articulares na avaliagdo semanal em ambos 0s grupos no 14° dia, onde ha
um aumento na quantidade de LS e aumento na vascularizagdo da membrana sinovial, o que

deve ter ocorrido pelas artrocenteses seriadas, pois a variagcdo nos dois grupos foi semelhante.
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Porém, no grupo que recebeu PRP, a vascularizacdo da membrana sinovial e a quantidade de
LS aumentaram significativamente.

N&o houve correlacdo entre o achado clinico de aumento de volume articular e
aumento da quantidade de LS no exame ultrassonografico, percebido nos dias 14 e 28 quando
aplicado PRP. Trabalho realizado por Garrigues et al. (2013)*! permitiu observar fraca relacio
entre a efusdo percebida na avaliacdo clinica com sinovite vista com a ultrassonografia, em
artrite reumatoide de pacientes humanos, nas articulacdes escapulo-umeral, radiocarpica e
metatarsofalangeana, porém, forte relacdo foi verificada na articulacéo tibiotarsica.

A utilizacdo do Color Doppler para avaliagdo do fluxo vascular na membrana sinovial
é Util para deteccdo precoce de processos inflamatérios (STRUNK et al., 2010). Estudo feito
por Beitinger et al. (2013) verificou que a presenca de fluxo vascular na membrana sinovial
detectado com o Color Doppler é capaz de diferenciar doencas inflamatérias de nao
inflamatdrias. O aumento na vascularizacdo da membrana sinovial pode ter ocorrido devido a
um processo inflamatério (BRAUN; GOLD, 2012; WATANABE et al., 2012; BEITINGER
et al,, 2013) ou a uma possivel neovascularizacdo induzida por fatores de crescimento
derivados de plaquetas (ZANDIM et al.; 2012; XIE et al., 2013"%). Para certificar-se qua a
neovascularizagdo ocorreu devido a presenca de fatores de crescimento, seria interessante
dosar os fatores angiogénicos.

Grande problema na mensuracao do fluxo vascular intra-articular é a avaliacdo semi-
quantitativa ou até mesmo qualitativa realizada, o que a torna operador dependente. Softwares
computacionais para avaliacdo quantitativa da quantidade de pixel formado na tela ja foram
desenvolvidos (KANG et al., 2013). Entretanto, a sensibilidade do Color ou Power Doppler
no momento do exame continua sendo operador dependente, e a quantidade de pixels utilizada
para formar a imagem depende do aparelho utilizado.

Como ndo houve alteracbes nos biomarcadores inflamatorios, nas citocinas pro-
inflamatdrias e no aspecto do LS ao exame ultrassonografico na avaliacdo semanal, acredita-
se que o aumento de vascularizacdo da membrana sinovial tenha ocorrido devido a

neovascularizacdo e ndo a um processo inflamatario.

1 GARRIGUES, F.; JOUSSE-JOULIN, S.; BOUTTIER, R.; NONENT, M.; BRESSOLLETTE, L.; SARAUX, A.
Concordance between clinical and ultrasound findings in rheumatoid arthritis. Joint Bone Spine, In Press, on line em 29 de
abril de 2013.

12 XIE, X.; ZHAQ, S.; WU, H.; XIE, G.; HUANGFU, X.; HE, Y.; ZHAO, J. Platelet-rich plasma enhances autograft
revascularization and reinnervation in a dog model of anterior cruciate ligament reconstruction. Journal of Surgical
Research, E1-E9, 2013.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com esse trabalho nos permite concluir que o protocolo
desenvolvido para obtencdo do PRP € possivel de ser realizado de maneira asséptica e possui
constante repetibilidade. Os leucdcitos presentes no PRP ndo acarretam prejuizos a
articulag@es integras.

O exame ultrassonogréafico é eficaz em avaliar o fluxo vascular da membrana sinovial,
que se apresentou aumentado nas articulagdes que receberam PRP.

Os achados sugerem que o PRP provoca leve e transitéria inflamacdo articular,

contudo ndo acarreta catabolismo articular.
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