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RESUMO

O tratamento das lesGes na cartilagem representam um desafio, devido a sua baixa atividade
metabdlica, regeneracdo e reacdo inflamatdria. Investigar os efeitos do plasma rico em plaquetas na
inflamagdo aguda e crbnica da cartilagem articular, de forma isolada e em associagdo ao exercicio
terapéutico. 44 ratos Wistar divididos em 4 grupos: grupo controle (GCON), grupo tratado-plasma rico
em plaquetas (GPRP), grupo tratado-exercicio (GEXER) e grupo tratado-plasma rico em plaquetas e
exercicio (GPRP+EXER), por 3 dias (fase aguda) e 14 dias (fase cronica). A analise microscépica observou
a presenca ou ndo de células inflamatérias agudas e cronicas. Realizaram-se testes de normalidade e de
significancia com 3 dias todos os grupos tratados obtiveram uma diminui¢do da quantidade de células
inflamatdrias. Com 14 dias apenas o grupo GPRP+EXER, obteve uma diminuicdo estatisticamente
significante. Na fase aguda todos os tratamentos foram efetivos, na etapa crOnica a associagdo das
terapias se mostra superior para a redu¢do da inflamacgao articular.

Palavras-chaves: Inflamagdo; Cartilagem Articular; Exercicio; Plasma Rico em Plaquetas; Joelho.

ABSTRACT

The treatment of cartilage lesions represents a challenge due to its low metabolic activity, regeneration
and inflammatory reaction.: To investigate the effects of platelet-rich plasma on acute and chronic
inflammation of joint cartilage, alone and in association with therapeutic exercise 44 Wistar rats were
divided into 4 groups: control group (GCON), group treated-platelet-rich plasma (GPRP), group treated-
exercise (GEXER) and the group plasma-plates and exercises (GPRP + EXER), for 3 days (acute phase) and
14 days (chronic phase). Microscopic analysis observed the presence or absence of acute and chronic
inflammatory cells. Normality tests and significance tests were performed. with 3 days all treated groups
had a decrease in the number of inflammatory cells, For the 14-day period only the GPRP+EXER group
had a statistically significant decrease. In the acute phase all the treatments were effective, for the
chronic stage, an association of therapies is better to the reduction of inflammation of the joints.
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INTRODUCAO

Dentre as estruturas presentes no interior das articulagdes, destacam-se as
cartilagens. A cartilagem articular que recobre e protege o osso subcondral tem
propriedades Unicas, é avascular, formada por condrdcitos, e matriz extracelular que é
constituida especialmente por dgua e macromoléculas, como proteoglicanos e
coldgenos?. Esse tecido tem habilidade de suportar grandes forcas, absorver choques e
facilitar deslizamentos?.

Uma vez que a cartilagem é lesionada, sofre um processo gradual de
inflamacdo e degeneracdo. A prevaléncia das lesdes na cartilagem sdo frequentes em
diversos grupos, como no meio esportivo, com o aumento da idade, afetam cerca de
13% da populacdo acima de 60 anos, em resposta a estimulos metabdlicos, genéticos,
vasculares e traumaticos, e podem ocorrer em uma Unica vez ou através de incidéncia
repetida de pequena intensidade3*.

O tratamento das lesdes na cartilagem ainda representam um desafio, devido a
sua caracteristica de baixa atividade metabdlica, baixa regeneracdo e uma reagao
inflamatdria com tendéncia a cronicidade®. Inimeros tratamentos, desde terapias
farmacoldgicas, ndo farmacoldgicas, suplementos, abordagens cirurgicas, e
procedimentos que buscam ser minimamente invasivos, como microfraturas e inje¢ées
de substancias autélogas tem o objetivo de restaurar a homeostase da cartilagem, com
um processo geralmente longo e com resultados muitas vezes incompletos e
limitados®.

Uma das terapias muito utilizadas atualmente para auxiliar no tratamento da
cartilagem articular é a atividade fisica, uma terapia ndao farmacoldégica que vem sendo
amplamente aplicadas para lesdes articulares por afetar diversos componentes
imunes. Estudos apontam que estimulos biomecanicos de baixa e moderada
intensidade estimulam interagdes celulares e geram sinais intracelulares que
minimizam genes proé-inflamatérios em condrécitos, a medida que se for de alta
intensidade pode provocar um declinio dessas propriedades’2.

Desse modo o exercicio fisico proporciona protecdo contra infeccbes e
inflamagdes, pois interfere em diversos pontos dos processos inflamatdrios,
propiciando quimiotaxia e acréscimo do potencial de fagocitose das células®.

E dentre as novas alternativas para o tratamento da cartilagem estd o plasma
rico em plaquetas (PRP) que tem sido amplamente explorado®!,

O plasma rico em plaquetas é o plasma do sangue autdélogo com elevada
concentracdo de plaquetas, vem sendo utilizado na pratica clinica para estimular a
cicatrizacdo de diversos tecidos, pois contém elevada concentracdao de fatores de
crescimento tais como o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformador-B (B-TGF), fator de crescimento fibroblastico basico
(bFGF), fator de crescimento epitelial (EGF) e o endotelial vascular (VEGF), e seu efeito
positivo na cartilagem vem sendo estudado para reduzir o tempo de inflamacdo local
reduzindo assim o dano a cartilagem??14,

Segundo Van Buul et al.?>, a liberagdo do PRP neutraliza os efeitos do ambiente
inflamatério em genes que regulam a degradacdo e formacdo da matriz em
condrdcitos humanos, reduz a ativacdo do factor nuclear kappa B (NFKB), importante
na patogénese das lesdes articulares.



A influéncia do PRP na lesao articular se da justamente por aumentar os fatores
de crescimento que fazem parte do processo natural de crescimento e morfogénese,
modulando a inflamacdo e cicatrizacdo, que sera acelerada se houver aumento da
concentracdo desses fatores, com maior quimiotaxia, proliferacdo, diferenciacdo
celular e angiogénese?®.

Contudo, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do PRP na inflamacao
aguda e cronica da cartilagem articular, de forma isolada e em associacdo ao exercicio
terapéutico.

METODOS

Trata-se de um estudo experimental controlado, realizado no laboratério de
Neuroanatomia e Neurofisiologia, no Campus CEDETEG, da Universidade Estadual do
Centro-Oeste — UNICENTRO, localizado na cidade de Guarapuava, PR. Todos os
experimentos foram conduzidos segundo as normas de Comissdo de Etica no Uso de
Animais, conforme parecer de autoriza¢gdo 025/2017.

Foram utilizados 44 ratos, Wistar, machos, pesando entre 180 e 250 gramas,
provenientes do Biotério da Universidade Estadual de Londrina— UEL/PR. Os animais
foram mantidos em gaiolas de acrilico, com 4 animais cada, sendo-lhes permitido livre
acesso a racao especifica para roedores e a 4gua ad libitum, durante todo o periodo do
experimento. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 h (luzes ligadas
de 7 h as 19 h) sob temperatura de 232C + 19C no laboratério de Neuroanatomia e
Neurofisiologia da Universidade Estadual do Centro-Oeste - UNICENTRO/PR.

Os animais foram divididos em 4 grupos, separados por siglas onde em cada
grupo, a metade (50%) dos animais, sofreram eutandsia com 3 dias para analisar os
efeitos agudos, e a outra metade (50%) dos animais restantes, com 14 dias para
analisar os efeitos cronicos.

O grupo que foi procedido como controle (GCON) contou com 10 animais para
a fase aguda e 10 para a cronica e sofreu apenas a lesdao sem tratamento. No Grupo
GPRP foi induzido o processo inflamatério intra-articular e posteriormente apenas a
aplicacdo do PRP, havia 4 animais na fase aguda e 3 na fase cronica, no grupo GEXER
gue contou com 5 animais tanto para a fase aguda quanto cronica, foi induzido o
processo inflamatério intra-articular e posteriormente apenas o exercicio, ja o grupo
gue recebeu a inducdo do processo inflamatério intra-articular com aplicacdo de PRP
associado com exercicio foi denominado GPRP+EXER e continha 4 animais na fase
aguda e 3 na fase cronica. A ilustracao da divisdo dos grupos esta disposta a figura
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Eutanasia crénica — 14 dias (n=13) Eutanasia cronica — 14 dias (n=9)

Eutanasia aguda — 3 dias (n=14) Eutanasia aguda — 3 dias (n=9)

Figura 1. Fluxograma da alocacdo dos animais e os respectivos grupos e fases
de lesdo.

Para obtencdo do PRP, foi utilizado o mesmo protocolo realizado por
Mendonga (2001). Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de ketamina e 15
mg/kg de Xilazina por via intraperitoneal, com seringa descartavel, apds isso, foi
coletado 2 ml de sangue através de puncao cardiaca. O sangue foi transportado para
um tubo de coleta a vacuo de 4,5ml contendo EDTA como anticoagulante. Apds a
homogeneiza¢dao o tubo foi centrifugado a uma velocidade de 1800 rpm por 10
minutos, a uma temperatura de 252C.

Depois do processo de centrifugacdo foi possivel distinguir duas camadas
distintas no tubo, as hemdcias ao fundo e o plasma sobrenadante. Foram removidos
500uL do plasma com pipeta graduada e depositado em um tubo Ependorf de plastico
estéril, o mesmo congelado e mantido em -14°C para uso posterior, injetado
pontualmente no local da lesdao, na quantidade de 10 pL.

Antes de iniciar o exercicio fisico, os animais passaram por uma adaptac¢ao que
consistiu de corridas didrias, 5 dias antes de iniciar os procedimentos, por um periodo
de 5 dias, 5 minutos/dia a uma velocidade de 14m/min, com intuito de reduzir o
estresse causado pela corrida?’.

Apds o periodo de adaptacao, os animais realizaram exercicios na esteira por 3
ou 14 dias consecutivos, com temperatura ambiente ou de 25 graus Celsius, em esteira
ergométrica Movement®, durante 5 minutos. Com base no estudo realizado por
Cifuentes et al.’®, os animais realizaram o exercicio de corrida @ uma velocidade de
14m/min (Figura 2).



Figura 2. Realizag¢do do exercicio fisico pelos animais na esteira.

Para a inducdo da inflamagcdo articular os animais foram novamente
anestesiados com 80 mg/kg de ketamina e 15 mg/kg de Xilazina por via
intraperitoneal, realizada a tricotomia e antissepsia com Polvedine, como
procedimentos preparatérios. Em seguida, foi administrado na regido intra-articular do
joelho direito a quantidade de 50 ul de adjuvante de Freud completo (Sygma-
Aldrich)®. Foi observado o modelo caracteristico de inflamac3o, edema e claudicac3o,
sendo assim indicativo da presenca de acdo inflamatoria.

Na obtencdo de drgdos para analise histopatolégica os animais foram
sacrificados com 3 dias pds lesdo, para observacdo dos efeitos agudos dos
procedimentos, e foi realizado o 6bito dos animais restantes com 14 dias de lesdo,
para a analise dos efeitos crénicos dos procedimentos realizados. Apds os obitos, a
articulacdo foi fixada em formol tamponado e, apds 24 horas, desidratados em dlcool
70% e clarificados em xilol.

Os 6rgdos foram inclusos em blocos de parafina e cortes de 5 um de espessura
foram obtidos com o auxilio de um micrétomo. Os cortes foram dispostos em laminas
e incubados a 50 graus para fixagcdo. Em seguida, foram lavados em xilol para retirar o
excesso de parafina e reidratados com concentragGes decrescentes de alcool (absoluto
80%). Os cortes reidratados foram corados com hematoxilina e eosina (H&E)
desidratados com concentragdes crescentes de alcool (de 80% ao absoluto), lavados
com xilol e cobertos com laminulas para posterior anélise microscopica®.

RESULTADOS

A analise microscopica foi feita de forma qualitativa com o auxilio de um
patologista experiente, sendo observada em todas as pecas a presenca ou ndo de
células inflamatdrias agudas e células inflamatdrias cronicas (figura 3).

Para qualificar a presenca dessas células nas pecas analisadas foi dado um
escore de classificacdo a partir da pontuacdo proposta por Kartus et al.?° e Dragoo et
al.2l em que a pontuacdo varia de 0 a 3 e corresponde ao aumento da resposta
inflamatdria, o escore 0 representa a falta de inflamacdo (menos que 50 células
inflamatdrias), 1 para discreta inflamacdo (entre 50 e 99 células inflamatodrias), 2 para



moderada inflamagao (entre 100 e 149 células inflamatérias), e 3 para quantidade
elevada de infiltrado inflamatdrio (quantidade maior que 150 células inflamatérias).

Para a analise estatistica, utilizou-se o software SPSS versdo 21. Realizaram-se
testes de normalidade, sendo ele o teste kolmogorov-smirnov para analisar o
comportamento dos dados, os quais foram paramétricos e a partir disso foi utilizado o
teste de significancia, teste t, considerando p<0,05 como valor de significincia na
comparagdo entre 0s grupos.

Figura 3. Microscopia histoldgica mostrado a fase aguda do tecido articular (A e
B), e fase cronica (C e D).

Na avaliacdo histoldgica, para qualificar a inflamacdo aguda, foi utilizado a
presenca de células polimorfonucleares, principalmente neutréfilos que atuam
aproximadamente dois a trés dias, ou seja, estdo envolvidos nas fases iniciais da
inflamac3o, caracterizando a inflamac&o aguda??%3.

A tabela 1 ilustra os valores obtidos na comparac¢ao dos grupos tratados com o
grupo controle, e os respectivos p valores. Observa-se que todos os grupos que foram
submetidos aos tratamentos, obtiveram uma diminuicdo da quantidade de células
inflamatdrias em relacdo ao grupo controle. Apds a utilizacdo de uma Unica dose de
PRP isolado (GPRP), havia uma quantidade significativamente menor de células
inflamatdrias agudas na articulagdo (p=0,044)* demonstrando que a utilizacdo do PRP
isolado foi efetivo ao auxiliar em uma resposta inflamatéria mais branda. O mesmo
aconteceu com o GEXER (p=0,04)* e para a associagao das interven¢des GPRP + GEXER
(p=0,000)*.

Tabela 1
Valores da comparagao da quantidade de células inflamatdrias agudas
(Polimorfonucleares), dos grupos tratados em relagdao ao grupo controle.

Agudo (3dias) GCON GPRP x GCON GEXER x GCON GPRP+EXER x GCON
Média 2,875 1,000 0,000 0,000
Desvio Padrao 0,354 1,414 0,000 0,000
Inflamagao aguda - (p=0,044) * (p=0,04) * (p=0,000) *

Legenda : *Significancia estatistica.



Na avaliagdo histoldgica para quantificar a inflamagdo cronica, foi utilizado a
presenca de células mononucleares, composta por macréfagos, plasmdcitos e
linfdcitos caracteristicos nessa fase da inflamagdo. Os macréfagos produzem citocinas
que sdo importantes para recrutar leucécitos, interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose
tumoral (TNF) que prolongam essa resposta inflamatdria?3.

A tabela 2 ilustra os valores obtidos na comparacdo do grupo controle com os
grupos tratados por 14 dias, e os respectivos p valores. Observa-se que na comparacao
com o grupo controle, apenas o grupo que foi submetido a associacdo das duas
terapias (GPRP+EXER), obteve uma diminuicdo estatisticamente significante
(p=0,016)*, enquanto os grupos que foram submetidos aos tratamentos isolados
(GPRP) e (GEXER), obtiveram uma reducdo da quantidade de células inflamatérias
cronicas, porém sem diferenca estatistica.

Tabela 2
Valores da comparacdo da quantidade de células inflamatdrias crénicas
analisadas com 14 dias (Mononucleares), do grupo controle em relacdo aos grupos

tratados.
Cronico (14 dias) GCON GCON X GPRP GCON X GEXER GCON X GPRP+EXER
Média 1,143 1,500 2,600 2,333
Desvio Padrao 1,345 0,707 0,548 0,577
Inflamagao Cronica - (p=0,430) (p=0,476) (p=0,016) *

Legenda : *Significancia estatistica.
DISCUSSAO

No presente estudo os efeitos do PRP e exercicio fisico na lesdo articular aguda
e cronica foram avaliados de forma isolada e associada. Bons resultados foram
demostrados com a utilizacdo de ambas as terapias para reducdo da reagao
inflamatdria na cartilagem articular. Estudos ja investigaram o uso do plasma rico em
plaquetas e testaram seu potencial para o reparo da cartilagem articular, com achados
significativos, tanto em uma configuracdo de lesdo aguda quanto crénica?*.

Durante o processo inflamatdrio articular o tecido sinovial apresenta intenso
infiltrado celular, caracterizado principalmente por células polimorfonucleares,
linfocitos e macréfagos que produzem diferentes mediadores quimicos, além de
enzimas metaloproteinases que favorecem a destruicdo da cartilagem?>.

Carneiro et al.1°, demostraram em seu estudo com les3o articular em ovelhas
gue o PRP proporcionou um tecido com mais da metade da espessura do tecido
normal em 60% dos espécimes, dois joelhos do grupo tratado mostraram uma
restauracdo completa da superficie articular, além disso, o aspecto histolégico do
tecido regenerado dos joelhos tratados ficou mais proximo da cartilagem normal em
comparacdo com os ndo tratados em que o tecido parecia fibroso.

No presente estudo, o efeito da reducdo da inflamacao articular aguda com o
plasma rico em plaquetas foi demostrado através da atenuacdo das células
polimorfonucleares em um periodo de 3 dias, com apenas uma dose que foi injetada
logo apds a lesdao. A redugao da presenga de células inflamatdrias agudas nos grupos



tratados, pode ser justificada pelos fatores jd mencionados por Liu et al.?®, que
demonstraram em seu estudo, que o PRP injetado 3 dias apds a lesdao, uma vez por
semana por 3 semanas consecutivas, reduz a reacdo inflamatdria articular de forma
efetiva, diminuido o nivel de IL-1 que induz reacdo de fase aguda e a atividade NFKB
gue suprime a expressao de ciclo-oxigenases que é um fator importante na regulacado
inflamatoria.

Na presente pesquisa quando associado o plasma rico em plaquetas e o
exercicio fisico houve diminuicdo significativa da inflamacdo articular tanto para
células polimorfonucleares quanto mononucleares. Os efeitos benéficos de um
programa de exercicio fisico nas lesdes articulares sao justificados devido aos
estimulos da tensdao biomecanica moderada possibilitarem interacdes celulares, e por
sua habilidade de suprimir e inibir os sinais mediadores pro-inflamatorios, além de
elevar a regulacdo da sintese de proteoglicanos e colagenos que é inibida em uma
articulacdo inflamada?’.

Estudos concordam que o exercicio com intensidade moderada é ideal para
inibir a atividade pro-inflamatério®!® demonstraram um efeito anti-inflamatério do
exercicio moderado da esteira em modelo experimental com lesdo articular, pela
interacdo de macréfagos, neutréfilos e fibroblastos, diminuicdo de citocinas
inflamatdrias como o NFKB na articulagdo. Mohammadi et al.?8, também demostraram
que o exercicio moderado na esteira por 28 dias com velocidade de 18 m/min, exerce
uma influéncia positiva na osteoartrite em modelo experimental suprimido os
mediadores inflamatdrios.

No presente estudo ficou demostrado que a reducdo das células
polimorfonucleares pode ser feita com o uso do plasma rico em plaquetas, explorando
o periodo inicial da liberacao de fatores de crescimento, em dose Unica, assim como
com a utiliza¢do do exercicio fisico por 3 dias ou a associacdo de ambas as terapias.

Analisando os achados da fase cronica, correspondendo aos 14 dias apds a
lesdo, o presente estudo demonstra que o plasma rico em plaquetas isolado nado se
mostrou eficiente para a redugdo significativa das células mononucleares. Este
resultado contrapdem-se a estudos em que plasma rico em plaquetas foi efetivo por
um periodo de tempo maior, como os resultados demostrados por Lippross et al.?’, em
gue o plasma rico em plaquetas foi injetado nas articulacdes apds 2 semanas de lesdo
e demostrou a reducdo da inflamacdo em modelo de lesdo articular do joelho através
da atenuacdo de interleucina-1B (IL-1B), da interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa). O fato do plasma rico em plaquetas ter sido injetado 2 semanas
apos a lesdo pode sugerir a melhora que o estudo citado apresentou, o que ndo
ocorreu na presente pesquisa, onde o plasma foi injetado imediatamente a lesdo
causada na articulacao.

Em geral, os fatores de crescimento liberados pelo PRP variam, isso permite
explicar o seu tempo de acdo. Anitua, Zalduendo, Alkhraisat e Orive3°, mostraram que,
a formacdo do PRP apds uma Unica centrifugacdo, libera 70% dos fatores de
crescimento em até 3 dias, e que pode atingir um platé em até 7 dias, o que explica a
eficiéncia do PRP na fase inicial do presente estudo. Em contrapartida, o tratamento
com PRP demostrado por Milano et al.3! e Serra et al.32, mostrou uma abordagem
positiva na resposta anti-inflamatéria do defeito da cartilagem em um periodo que 6
meses e 19 semanas respectivamente, apds esse periodo ndo houve melhores
resultados que os grupos controles.



Um dos fatores que pode justificar a ineficacia do PRP isolado, na fase cronica
(14 dias) no presente trabalho, pode ser o fato da heterogeneidade relacionada a
producdo, conteudo celular, armazenamento, forma e quantidade de aplicacdes do
PRP. A quantidade e a dose da aplicacdo sdo fatores importantes, ja que o resultado
final depende do periodo em que os fatores de crescimento permanecem sendo
liberados e da associacdo do mesmo com outras terapias?®.

Uma reacdo inflamatdria de amplitude e tempo adequado é essencial para o
controle da cronicidade das leses articulares, ja que o equilibrio entre a destruicdo e
reparacao é afetado pelo aumento da expressao de citocinas inflamatérias como o TNF
alfa, e interleucinas, que contribuem para a patogénese e degradacdo da articulacao,
portanto a reducdo da inflamacdo na cartilagem reduz as células que degradam sua
matriz!??8. No presente estudo ficou demostrado que na inflamac3o crénica o ideal é a
associacao das terapias pela potencializacdo dos fatores de crescimento na supressado
dos mediadores inflamatdrios pelo exercicio fisico.

A presente pesquisa apresentou algumas limitacdes, a amostra de animais por
grupo foi limitada e n3o foi realizada a contagem celular do sangue total, visto que
quanto maior o numero de plaquetas na prepara¢do do plasma e maior o nimero de
animais, melhores sdao os resultados alcancados. O periodo de 14 dias para a
inflamacgdo crénica pode nado ter sido suficiente para acompanhar a evolugdo desse
processo.

Outro ponto a ser observado foi a realizagdo de apenas uma centrifugacdo para
a obtencdo do plasma rico em plaquetas, hd uma discussdo em rela¢do a isso, dado
que alguns estudos relatam que uma dupla centrifugacdo permitiria uma concentragao
maior de plaquetas, junto com um teor maior de leucdcitos. Estudos futuros podem
ser realizados comparando interversdes com plasma rico em plaquetas ativado e nao
ativado, com uma ou dupla centrifugacdo, para esclarecer questdes do protocolo de
producao do mesmo, assim como estudos com metodologias de analise de dados mais
aprofundada e especifica, tais como leitura de picrosirius, e analises de
imunohistoquimica.

CONCLUSAO
Conclui-se que na fase inicial da inflamacdo o plasma rico em plaguetas em
dose Uunica é efetivo para reducdo da inflamacdo articular aguda, assim como o

exercicio fisico e a associacdo das terapias. Para a fase crbnica a associacdo das
terapias se mostra mais efetiva para a reducdo da inflamacdao articular.
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