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RESUMO

Aregeneracdo tecidual muito € estudada dentro da comunidade cientifica e, op¢des terapéuticas
para tal, minimamente invasivas, ganham destaque, a medida que envolvem para o paciente
procedimentos invasivos intra e pds-operatorios muito mais inferiores comparadas a
procedimentos cirargicos de grande extensdo. Para esse fim, o composto biologico autélogo
plasma rico em plaquetas (PRP) torna-se um caminho para o objetivo de regenerar uma lesdo a
proporcdo que entrega para o paciente uma concentracdo suprafisiolégica de mediadores
celulares encontrados dentro das plaquetas, atuantes no processo inflamatério, entre eles fatores
de crescimento e citocinas. A composicdo do bioproduto sera influenciada pela saide basal do
individuo a quem esta sendo preparado o PRP, consequentemente afetando o desenvolvimento
da terapia. O presente trabalho explora algumas variadveis clinicas que possam vir a afetar a
concentracdo de plaquetas do bioproduto as analisando através da distribuicdo Poisson
considerando estudar a relacéo da variavel D e PRL com as variaveis: X1 = grupo (1-presenca
da osteoartrite; 0-sem presenca da osteoartrite); X2 = sexo (1-masculino; 0-feminino); X3 =
idade (1-menor 60 anos; 0-maior 60 anos); X4 = tabagista (1-sim; 0-ndo); Xs = consumo de
alcool (1-sim; 0-ndo); Xe = frequéncia do consumo de antiinflamatorios ndo esterdides
(AINEs) (1-diario; 2-eventualmente; 3-ndo toma); X7 = presenca de diabetes autoreferida (1-
sim; 0-ndo); Xs = presenca de hipertensdo autoreferida (1-sim; 0-ndo); Xo = presenca de
condi¢es osteoarticular e/ou musculoesquelética (1-sim; 0-ndo). Com excecao da variavel sexo
e frequéncia de consumo de AINEs de forma eventual, as variaveis apresentaram impacto
significativo na concentracdo e diferenca plaquetaria no plasma rico em plaquetas. Portanto, ao
ser determinado a producdo do biomaterial, € preciso dar importancia e levar em consideracao
os aspectos clinicos do estado de saude do paciente, observando e analisando as varidveis
retratadas, ja que esse perfil imunolégico do paciente serd exposto também no concentrado de
plaquetas produzido e isso interferira na qualidade terapéutica e no processo de recuperacao
almejado.

Palavras-chave: plasma rico em plaquetas; perfil imunoldgico; concentracdo plaquetaria.
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Rich Plasma (PRP). 72 pages. 2023. Dissertation (Master's Degree) - Institute of Health
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ABSTRACT

Tissue regeneration is studied a lot within the scientific community and therapeutic options for
this, minimally invasive, gain prominence, as they involve much lower intra and postoperative
invasive procedures for the patient compared to surgical procedures of great extension. To this
end, the autologous biological compound platelet-rich plasma (PRP) becomes a path towards
the objective of regenerating an injury at the rate that it delivers to the patient a
supraphysiological concentration of cellular mediators found within platelets, active in the
inflammatory process, including growth factors and cytokines. The composition of the
bioproduct will be influenced by the baseline health of the individual for whom the PRP is being
prepared, consequently affecting the development of the therapy. The present work explores
some clinical variables that may affect the platelet concentration of the bioproduct by analyzing
them using the Poisson distribution, considering studying the relationship between the variable
D and PRL with the variables: X1 = group (1-presence of osteoarthritis; 0- no presence of
osteoarthritis); X2 = gender (1- masculine; 0- feminine); X3 = age (1- under 60 years old; O-
over 60 years old); X4 = smoker (1-yes; 0-no); Xs = alcohol consumption (1-yes; 0-no); X¢ =
Frequency of non-steroid anti-inflammatory consumption (NSAIDs) (1- diary; 2- casually; 3-
don't use); X7 = presence of self-reported diabetes (1-yes; 0-no); Xs = presence of self-reported
hypertension (1-yes; 0-no); X9 = presence of osteoarticular and/or musculoskeletal conditions
(1-yes; 0-no). With the exception of the variable gender and frequency of occasional NSAID
consumption, the variables had a significant impact on platelet concentration and difference in
platelet-rich plasma. Therefore, when determining the production of the biomaterial, it is
necessary to give importance and consider the clinical aspects of the patient's health status,
observing and analyzing the variables portrayed, since this immunological profile of the patient
will also be exposed in the platelet concentrate produced and this will interfere with the
therapeutic quality and the desired recovery process.

Keywords: platelet-rich plasma; immune profile; platelet concentration.
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1. INTRODUCAO

A osteoartrirte (OA) é uma patologia musculoesquelética altamente prevalente na
populacéo ocidental (LAWRENCE et al., 2008), podendo acometer as articulagdes de quadris,
joelhos, méos e pés, sendo a apresentacdo no joelho a forma mais comum e uma das principais
causas de dor e incapacidade crénica. Tamanha prevaléncia levou, em 2016, a Osteoarthritis
Research Society International (OARSI) apresentar a osteoartrite como uma patologia grave.
Através de uma revisdo aprofundada da literatura, a associacdo incluiu estudos de coorte
(MARCH et al., 2016) e, no ano seguinte, em 2017, a osteoartrite atingiu de forma global 303
milhGes de pessoas (JAMES et al., 2018). A osteoartrite € uma condi¢cdo que esta associada com
0 processo de envelhecimento, obesidade e alteracBes genéticas e, espera-se que 0 himero
projetado de idosos com OA aumente de forma substancial (FELSON et al., 2001; NHO et al.,
2013). A prevaléncia global da OA de joelho foi de 16% em individuos a partir dos 15 anos,
enquanto para os individuos com idade superior a 40 anos a prevaléncia foi de 22,9% (CUI et
al., 2020). No Brasil, a prevaléncia total de osteoartrite radiografica de joelho grau > 2 foi de

22% entre aqueles > 39 anos de idade.

No que diz respeito a prevaléncia dessa condicdo ao género masculino e feminino, a
osteoartrite é positivamente correlacionada ao sexo feminino na proporc¢éo de 5,3 mulheres para
cada 3,6 homens acometidos. Da mesma forma, da-se importancia ao estudo de 2017 de
Warnera e colaboradores (WARNERA; VALDESA, 2017) onde destacam a associacao genética
no aparecimento da osteoartrite identificando 21 locus génico suscetiveis para o0

desenvolvimento da patologia.

No passado, a osteoartrite era considerada uma desordem primaria da cartilagem
articular, no entanto, estudos ja demonstraram o papel desempenhado pelo osso subcondral no
desenvolvimento e na progressdo da patologia (SURI; WALSH, 2012). O osso subcondral
fornece suporte para a cartilagem articular sobrejacente e remodela ativamente em resposta a
sobrecarga articular e ao estresse local. Na presenca de estresse continuo a capacidade de
cicatrizacdo do 0sso subcondral é afetada (RADIN; ROSE, 1986). A avaliac&o histoldgica desse
tecido em pacientes com osteoartrite apresentou alteracbes mesenquimais, incluindo fibrose da
medula 6ssea, necrose do tecido, presenca de adipocitos anormais e alteracGes na estrutura
0ssea trabecular (HUNTER et al., 2009; ZANETTI et al., 2000). Essas alteragbes corroboram
a hipotese de que o 0sso subcondral apresenta excessiva remodelagdo sem a capacidade de
formar um osso com caracteristicas saudaveis (FELSON et al., 2003; HEALY et al., 2013).
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Desse modo, a base fisiopatologica da osteoartrite € a perda da homeostasia entre a
sintese e a degradacdo da matriz cartilaginosa, caracterizada por uma excessiva producdo de
citocinas pro-inflamatorias pelos condrécitos e células sinoviais, como a interleucina 1 (IL-1)
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), os quais estimulam outros mediadores inflamatorios,
também estimulados pelo estresse mecanico sofrido pela articulagdo (SARVIMAKI;
STENBOCK-HULT, 2000). Esses interventores provocam a progressao das lesdes condrais no
tecido causando sintomas clinicos de dor, rigidez e edema, comprometendo assim a mobilidade
articular, afetando negativamente a qualidade de vida e o bem-estar do individuo. Sendo assim,
esse paciente procura a principio o alivio da dor através dos medicamentos orais, eficazes na
fase precoce da condicdo, no entanto, o tratamento necessita ser multifatorial, uma vez que
somente a prescricdo farmacoldgica se torna insuficiente a longo prazo (HAMEED; IHM,
2012).

Os tratamentos disponiveis produzem controles sintomaticos em vez de regenerativos e
ndo abordam o 0sso subcondral patoldgico. As injecGes intrarticulares de corticosteroides sao
utilizadas de forma rotineira, todavia com eficacia, no sentido de controle da dor, de apenas 30
dias. Ja as infiltragdes com &cido hialurénico foram utilizadas por décadas, no entanto possui
risco de efeitos adversos como dor muscular, rigidez, sangramento, erupc¢ao cutanea e formagéo
de ulcera no local da aplicacdo (WALKER et al., 2023). Ainda assim, sua durabilidade é inferior
ao uso do infiltrado de plasma rico em plaquetas (PRP), o qual é considerado um tratamento
regenerativo emergente para a degeneracdo causada pela osteoartrite. A medida que as
plaquetas liberam da sua estrutura interior fatores de crescimento e citocinas que atuam na
quimiotaxia com as células locais, levando a sintese de matriz cartilaginosa a qual entra em

estado proliferativo, investindo assim, na homeostasia do tecido (ARLIANI et al., 2022).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ARTICULACAO EM HOMEOSTASE

Em uma articulacdo saudavel, ha dois processos que estdo em constante equilibrio, a
ossificacdo endocondral e a remodelacdo subcondral. A proliferacdo dos condrocitos, que séo
as células maduras responsaveis pela manutencdo da matriz e pelo controle metabolico da
cartilagem, seguida da sua hipertrofia no meio da diéfise do 0sso inicia a formagéo do centro
de ossificacdo primario. Essas células secretam o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) para induzir a formacdo de vasos sanguineos a partir do pericéndrio, um tecido
conjuntivo denso onde atuam as células osteoprogenitoras e hematopoiéticas. Logo apds, ocorre
a calcificacdo da matriz 6ssea seguida da apoptose dos condrdcitos hipertréficos, seguido da
ramificacdo dos vasos sanguineos e a projecdo deles em direcdo as extremidades dos centros de
ossificacdo, localizados nas epifises do 0sso. Ha a formacédo de capilares se estendendo até o
interior da cartilagem calcificada. As células osteoprogenitoras se diferenciam em osteoblastos
que se agregam na superficie da cartilagem calcificada e iniciam processo de deposicdo de
matriz 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Apbs a ossificacdo endocondral, a organizagdo geral do 0sso € remodelada por meio da
combinacdo do processo de reabsorcdo, mediada pelos osteoclastos, e da deposi¢cdo de nova
matriz 6ssea pelos osteoblastos. A remodelacdo subcondral ocorre a partir de uma sequéncia de
eventos de ativacdo, reabsorcdo e formacdo. A articulacdo esta estruturada de maneira que
encontramos a cartilagem articular na superficie do tecido, separada da cartilagem calcificada
por uma interface chamada tidemark, logo abaixo tem-se a placa 6ssea subcondral apoiada pelo
0sso trabecular subcondral, o qual possui propriedades mecénicas distintas através das
trabéculas orientadas em direces opostas (BURR, 2004). Portanto, quando a relacdo entre a
cartilagem calcificada e a cartilagem articular se encontra em desequilibrio nos estagios iniciais
da osteoartrite (Figura 1), aumenta-se a tensdo nas camadas mais profundas da cartilagem
articular, futuramente seguido de um aumento do volume 0sseo na camada da cartilagem
calcificada e no osso subcondral. Logo, esse aumento pode repercutir na diminuicdo da
densidade material 6ssea, gerada pela quantidade excessiva, de forma nédo saudavel, de eventos
de turnover 0sseo, que nada mais é do que o processo de remodelacdo e reabsorcdo 0sseo
(ARAUJO et al., 2003).
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Figura 1- Representacdo de um joelho saudavel (a esquerda) e um joelho em processo degenerativo avancado
devido a osteoartrite (a direita).

Joelho Saudavel Joelho com artrose

Osso exposto

. N
Cartilagemcom - &

r
lesdao A / -},«

Cartilagem

ErosGes na
cartilagem

Fragmentos da

Osteéfitos cartilagem

N
Tibia

Fonte: Adaptado de Antoine Turzi, 2018. Meniscopatia: desgaste do menisco decorrente das erosdes sofridas pela

cartilagem. Osteofitos: projecdes dsseas anormais devido a perda de cartilagem.

2.1.1. Inflamacdo Nas Patologias Osseas

A inflamacdo é uma etapa bioldgica essencial no processo de erradicacdo de um
patogeno/estimulo adverso para manutencdo da homeostasia tecidual. No entanto, a doenca
6ssea é de fato uma quebra da homeostase do tecido 6sseo que afeta o processo de remodelagédo
6ssea, ficando esse tecido incapaz de restaurar a homeostase, levando a cronicidade da
patologia. Esse nicho hiper inflamado presente na osteoartrite provoca uma ativacao exacerbada
de células do sistema imune, como as células T que sdo ativadas e recrutadas para o local da
lesdo e possuem papel inibitorio na diferenciacdo osteogénica na fase de remodelagdo Gssea
(LOl et al., 2016).

O sistema imune e o sistema esquelético conversam entre si durante as fases de reparo
da lesdo e estdo intimamente ligados através das linhagens celulares e microambientes de
atuacdo (MOUNTZIARIS et al., 2011). Quando ha um estimulo perturbador ao organismo,
células da linhagem mondcito/macréfago circulantes e residentes do tecido lesionado, de
imediato respondem a esse estimulo através de uma série de eventos antigeno ndo especifico
pré-programados para reestabelecer a homeostasia do local (ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI;
SOEHNLEIN, 2013). Esses eventos tém inicio com macrofagos do tipo M2 exibindo um
fenotipo pré-regulatorio, muito influenciado pelas interleucinas 6 (M2d), 10 (M2c) e 1 (M2b)

além do fator de crescimento transformador beta (TGF-beta) (M2c) também liberados no local
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lesionado para promoc¢do da angiogénese com secrecdo do VEGF e aporte para as células
mesenquimais da linhagem osteobléstica. Além das fun¢Ges como fagocitose de células
apoptoticas, aumento da atividade endocitica e diferenciacdo de células Th2 para producéao da
angiogénese no tecido (KUMAGAI et al., 2008; LAWRENCE T.; FONG, 2010; MUNOZ et
al., 2020; OSTA; BENEDETTI; MIOSSEC, 2014).

Os macrdfagos do tipo M1 sdo ativados por interferon gama (IFN-gama) e/ou
lipopolissacarideos, secretam mediadores pré-inflamatérios, TNF-alfa e IL-lbeta e as
quimiocinas CCL2 (ligante de quimiocina 2) e MIP-1alfa (proteinas inflamatdrias 1 alfa do
macréfago) que permitem a infiltracdo de leucocitos, provocando dano ao tecido (LOI et al.,
2016). Esses mediadores inflamatoérios produzidos sdo quimioatrantes e conferem suporte para
proliferacdo de fibroblastos, células mesenquimais e osteoprogenitoras da medula 6ssea local e
peridsteo para participarem do processo de remodelacdo Ossea. Futuramente, essas células
mesenquimais serdo guiadas para diferenciagdo em linhagem condrogénica para producéo de
cartilagem e os condrdcitos entram em apoptose ap6s estado hipertrofico, liberando matriz
extracelular parcialmente calcificada da cartilagem (DIMITRIOU; TSIRIDIS; GIANNOUDIS,
2005).

A diferenciacdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos ocorre junto com uma
invasdo vascular extensa para o interior da cartilagem. Essas células 0sseas secretam colageno
tipo 1 e proteoglicanos para matriz organica, induzindo processo de mineraliza¢do do 0sso que
ocorre durante a remodelacdo 6ssea (HARADA; RODAN, 2003). Ao final, os osteoblastos
entram em apoptose ou incorporam-se a matriz 6ssea agora como ostedcitos reguladores do
metabolismo mineral 6sseo. Enquanto isso, o fator estimulador de coldnia de macréfagos
estimula o ambiente e a expressdo do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B, o
RANKL, para inducdo da diferenciacdo de osteoclastos e estes trabalharem na matriz 6ssea

removendo debris (vestigios de células e/ou tecido mortos e/ou danificados) (KHOSLA, 2001).

Os neutrofilos sdo as primeiras células inflamatorias a chegarem a lesdo e secretam
mediadores pro-inflamatérios como IL-6 e proteina 1 quimiotatica do mondcito (MCP-1)
recrutando assim a segunda parte das células inflamatdrias derivadas da linhagem
mondcito/macrofago. Além disso, as chamadas células Osteomacs, macrofagos 0sseos
especificos, foram descritos participando também de processos de regulacdo 0ssea como a
remodelacédo (PETTIT et al.,, 2008; RAGGATT et al., 2014). Sendo assim, 0 processo

fisiopatolégico da osteoartrite envolve atuagdo de mediadores inflamatérios e anti-
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inflamatdrios, estando em continuo desequilibrio, caracterizando um tecido fora da sua

capacidade de homeostasia.
2.2. OSTEOARTRITE

A osteoartrite, patologia resultante da auséncia de homeostase 0ssea, ttm como fatores
contribuintes para essa condicdo idade e sexo, predisposi¢do de genes, obesidade e trauma. A
articulacao afetada sofre com disturbios nos seus processos de remodelacédo e reabsorcéo 6sseo,
além de constantemente elementos inflamatorios serem ativados, levando com o tempo a uma
inflamacdo crdnica persistente. Esses eventos tornam a articulacdo instavel e o mdsculo
envolvido responde com fraqueza e atrofia, se progredindo tém-se a deterioracdo da articulacao,
levando a perda de funcdo (Figura 2) (GOLDRING; OTERO, 2011).

A condicdo patologica é a combinacdo de processos inflamatérios e mecanicos. Os
individuos diagnosticados apresentam com frequéncia episddios de agudizacao, progredindo
com presenca de derrame articular, dor ao repouso e rigidez matinal. H4 uma associacdo da
presenca de sinovite (inflamagdo da sindvia) como um fator ja existente, juntamente com o
derrame articular aumentam a perda da cartilagem nos joelhos (DE REZENDE; DE CAMPOS,
2013). O envelhecimento, que traz a senescéncia celular, carrega uma grande quantidade de
citocinas inflamatorias, ocasionando um estado de inflamacdo cronico persistente, porém de
pequena intensidade, sistémico e subclinico (LANA et al., 2019). O estresse mecanico que é
gerado nos joelhos é captado e interpretado pelos mecanorreceptores presentes na cartilagem,
0s quais irdo ativar vias de sinalizacdo inflamatdrias, caracterizando uma articulacdo que esta

tentando reparar as lesdes presentes.
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Figura 2 - Varidveis que contribuem para o desequilibrio da articulagdo com osteoartrite.
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Fonte: Adaptado de Piotr Wojdasiewicz, 2014. A imagem representa um breve esquema contendo os fatores

contribuintes para desequilibrio funcional da articulagdo com osteoartrite assim como as consequéncias do

prolongamento da patologia.

Os fatores mecanicos e inflamatérios sdo parte de uma ainda complexa patogénese
(Figura 3). O inicio da patologia é silencioso, a cartilagem vai perdendo sua integridade, se
tornando suscetivel a erosdes, de inicio superficiais, progredindo para fissuras mais profundas
e provocando a expansdo da cartilagem calcificada (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019).
Os condrocitos se encontram hipertroficos e aumentam sua atividade sintética como uma
primeira resposta de reparo. Ao fazer isso, geram produtos de degradagéo da matriz extracelular,
as metaloproteinases (MMPs) 1 e 13, e geram mediadores pré inflamatorios, como a
interleucina-1 e o fator de necrose tumoral alfa. Esses sdo considerados os mediadores
inflamatorios principais na fisiopatologia da osteoartrite (LANA et al., 2019). Além de
produzidos pelos condrécitos, esses mediadores sdo também produzidos pelos osteoblastos
quando ativos na osteoartrite, exibindo atividade sintética em excesso na membrana e fluido

sinovial. Por consequéncia, h4 uma inducdo de eventos catabolicos com o aumento de MMPs,
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ou seja, degradacdo dessas moleculas em suas partes constituintes de base e inibicdo de
atividades anabdlicas dos condrécitos, o que contribui para a apoptose dos mesmos e reducao
da producdo de colageno tipo 2, proteina importante para composicdo da cartilagem
(CHADJICHRISTOS et al., 2003).

Esses processos repercutem na sindvia adjacente para estimular respostas também
proliferativas e pro inflamatorias. Os sinovidcitos em proliferacdo também liberam IL-1 e TNF-
alfa. Niveis de IL-6 em excesso também s&o encontrados no fluido sinovial (ARAUJO et al.,
2003) e, em combinacdo com IL-1lbeta e TNF induz a degradacdo de colageno tipo 2 e
proteoglicanos, além de superregular a producdo de metaloproteinases 1 e 13 nos condrdcitos.
Além disso, essa combinacdo promove a formacdo de osteoclastos, responsaveis pela
intensificacdo do processo de reabsorcdo 6ssea. Enquanto isso o tecido segue em hipertrofia,
junto com a membrana sinovial com auxilio da interleucina 17, observando-se também a
secrecao do fator de crescimento endotelial vascular, que, devido as condicdes, leva a formacéao

excessiva de vasos sanguineos no tecido.

Quanto ao 0sso subcondral, é de se esperar uma invasao vascular com a progressdo da
patologia, no entanto, € uma invasao que vai do 0sso subcondral para dentro da cartilagem. Os
osteoblastos, que nesse momento se encontram ativos, além de secretar 0 VEGF também
secretam o fator de crescimento fibroblastico (FGF) que também atua na angiogénese e estimula
atividades celulares como proliferacdo, motilidade e diferenciacdo celular (AMADEI et al.,
2006).
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Figura 3 - Apresentacdo esquematica de um joelho saudavel (a esquerda) e um joelho caracterizado com os eventos
fisiopatoldgicos da osteoartrite (a direita).

A Saudavel B Osteoartrite
Ly oot b e 4Bn -~ | . INFILTRAGAO VASCULAR
| \ | v
0ss0 . ! \ 1 —J— OSTEOCLASTOS
CARTILAGEM nr By A N b , S o [& ,,: 3 (ATV. INTENSA)
CALCIFICADA T = \— / » § S X g, ,
— ZONAPROFUNDA ~ —— o ] B AL & 0 —<haw
E T 5 ; D ¢ (7 o : /\¥
N 3 "
o} L N ) : A D v<°¢ M : \ - OSTEOFITOS
~PE——— . ‘ ™ N L ADAMTS 4% 3 A
E <> ¢ A U el * 7T &L MACRGFAGOS ATIVADOS
g - zoNA e | g% nnr 13 ~ =
SUPERFICIAL = — |20 ; o b m\ .
- o A - — a4 LESOES FISSURAIS
- | » INFa® ¢ INFa. .~ <
SINOVIA 1PNy 2 ipanell| |
e 161, “7; —— FIBROSE SINOVIAL
MACROFAGOS ——¥ e KB, A o' OB Nl
INATIVOS ¥\ 2 Ay
\ o - o "
P g 4 ~ = 8 _ EROSAO DA CARTILAGEM
2 _ dl = /?*3' s $o |
= J ey o o 5
z S i [ CONDROCITOS
o 2 v Jiong: HIPERTOFICOS
s \ : g 5 @ S &%
CONDROCITOS —————=—— < 2 4 F8 | &
\ £ ey a —— ——ra —SA [ CONDROCITOS
Ve 2 G = X ¢‘;‘ w o~/ [ aApopTOTICOS
A - e i AN, &L‘__ Formagao de poros na
:fxc:l‘é::?g:(}io N ‘ . 4 . .,ﬁ‘\ FATORESDE placa 6ssea subcondral
s — & \ Iz CRESCIMENTO [ | o
MINIMA) | ( I\ (EX: VEGF) — <
J+% - o L sl esclerdtica
OSTEOBLASTOS ( > e gy — OF - ‘ i
INATIVOS ) / \ /|| OSTEOBLASTOS ATIVOS

Fonte: Adaptado de David Hunter, 2019. Apresentacdo de um joelho saudavel (a esquerda) com as zonas da
cartilagem bem definidas e células em atividades sintéticas normais. A direita observa-se um joelho em processo
avancado de osteoartrite. A infiltracdo vascular na cartilagem deturpa suas camadas com formacdo de ostedfitos
visiveis na radiografia. Devido a intensa atividade de fatores de crescimento e citocinas inflamatdrias, estas
descaracterizam as células residentes da articulagdo, ou seja, 0s osteoblastos, osteoclastos e condrdcitos, levando-
os a exibir atividades sintéticas exacerbadas e desreguladas. A sindvia torna-se também fibrética, o que esta

intimamente associada a dor articular, hiperalgesia e rigidez na osteoartrite.

2.3. EPIDEMIOLOGIA

Na ultima década foi estimado mais de 25 milhGes de casos global de pessoas sofrendo
com manifestacOes da osteoartrite (HELMICK et al., 2008). Os estudos baseados em diferentes
populagbes mostram uma maior suscetibilidade de episodios da condicdo em mulheres,
individuos de maior idade e individuos considerados obesos (BLAGOJEVIC et al., 2010). A
revisdo sistematica e metanalise publicada em 2020 na revista cientifica The Lancet por Aiyong
Cui e colaboradores, explorou a incidéncia e prevaléncia da osteoartrite de joelho de forma
global (Figura 4), estimando que cerca de 654.000.000 milhdes de individuos acima dos 40
anos possuiam a condicdo. A prevaléncia global da OA de joelho foi de 16% em individuos a
partir dos 15 anos, enquanto para os individuos com idade superior a 40 anos a prevaléncia foi
de 22,9% (CUI et al., 2020). Além disso, de acordo com a World Health Organization (WHO,

2020) as estimativas mundiais sdo de que 9,6% dos homens e 18% das mulheres com mais de



21

60 anos possuem osteoartrite sintomatica. Ainda, 80% das pessoas com OA terdo limitacGes de

movimento e 25% ndo podem realizar suas principais atividades diarias de vida.

Figura 4 - Distribuigdo global da prevaléncia de osteoartrite de joelho.
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Fonte: adaptada de Cui et al., 2020.

De forma geral, ha uma escassez de estudos sobre prevaléncia e incidéncia da
osteoartrite na América Latina, no entanto, o estudo de Daniel Ciampi e colaboradores (DE
ANDRADE et al., 2022) publicado em 2022 na revista Clinical Rheumatology abordando sobre
a prevaléncia da OA na América Latina através da identificacdo de estudos observacionais
publicados de 2010 a 23 de abril de 2020, explanaram resultados pertinentes a epidemiologia e
carga humanistica ou econémica da osteoartrite de sustentacdo de peso, destacaram a ocorréncia
da osteoartrite em articulagOes de sustentacdo de peso maior no joelho do que no quadril, maior
em mulheres em comparagdo com homens e em populagdes mais velhas em comparagéo com
jovens. A analise dos dados encontrou uma prevaléncia da OA de joelho sintomética que variou
de 1,6 a 7,4% em adultos > 18 anos de idade (GRANADOS et al., 2015; GUEVARA et al.,
2020; GUEVARA-PACHECO et al., 2016) e de 19,6% em uma populagdo mais velha > 40 anos
de idade (MACIAS-HERNANDE?Z et al., 2018). No Brasil, a prevaléncia total de osteoartrite
radiografica de joelho grau > 2 foi de 22% entre aqueles > 39 anos de idade. Além disso, a
prevaléncia total de OA de joelho sintomatica/radiogréafica foi de 9,6% para aqueles com idade
também > 39 anos. Com relacdo aos achados de epidemiologia econdmica da osteoartrite,

observa-se diferencas significativas entre pacientes com OA de joelho do México, Argentina e
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Brasil. Os pacientes no México eram mais propensos a visitar um prestador de cuidados
priméarios (37,6%, 21,4% e 23,6% dos pacientes no México, Argentina e Brasil,
respectivamente) do que um reumatologista (16,1%, 41,0% e 11,9%, respectivamente),
possivelmente devido a discrepancia na cobertura do plano de saude, onde 95%, 29% e 67%
dos pacientes no México, Argentina e Brasil, respectivamente, ndo tinham acesso aos planos de
salde.

2.4. ETIOLOGIA

Existe uma pré-disposi¢do de maior ocorréncia da osteoartrite ao sexo feminino, ainda
ndo muito compreendida. Considera-se que, na pos-menopausa, a deficiéncia relativa do
horménio estrogénio, um estimulador e controlador, pode estar correlacionada a perda de
cartilagem, ja que esse horménio esta vinculado a homeostasia do tecido (ARDEN; NEVITT,
2006). De modo geral, o declinio dos niveis de estrégeno e andrdégeno abrem caminhos na
defesa Gssea contra o stress oxidativo e esse acumulo de espécies reativas de oxigénio e seus
produtos bloqueiam a via de sinalizagdo Wnt responsavel por regular processos no destino de
células, migracdo e padrBes celulares (CALLAWAY; JIANG, 2015; LIU et al., 2019;
RHARASS; LUCAS, 2019).

Intervalos de referéncia especificos por sexo sdo essenciais, uma vez que a literatura
aponta a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre 0s sexos nos parametros
hematoldgicos hemoglobina, hematdcrito, nidmero de plaguetas, volume plaquetario e
eritrocitos. E descrito que homens apresentam um nivel mais elevado de hemécias,
hemoglobina e hematdcrito do que as mulheres (KORAM et al., 2007; MENARD et al., 2003),
diferenca influenciada pelo horménio androgénico na eritropoiese e perdas de sangue durante
o periodo menstrual nas mulheres (TSEGAYE et al., 1999). Em contrapartida, as mulheres
apresentam contagem plaquetaria e de globulos brancos maiores em comparacdo aos homens
(KORAM et al., 2007).

A contagem total de hemadcias e leucécitos feita por um contador hematoldgico
automatizado € uma etapa importante durante o preparo do plasma rico em plaquetas. O
hemograma é realizado em duas etapas durante o processamento do PRP, sendo uma ferramenta
responsavel pela constancia na producdo de um PRP eficaz, a medida que estabelece
comparagfes com a contagem total de células sanguineas basal e dentro do plasma rico em
plaguetas produzido. Segundo Dohan Ehrenfest e colaboradores (DOHAN EHRENFEST;



23

RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009), o PRP puro, ou seja, terapeuticamente eficaz, é
aquele pobre em leucdcitos, com pouco ou residuos de heméacias e contagem de plaquetas acima
do nivel basal. Além dessas caracteristicas outro fator influenciador no preparo do plasma rico
em plaquetas é a técnica de centrifugacdo. Ja esta bem descrito na literatura a eficiéncia da
realizacdo de dois tempos de centrifugagédo distintos durante o preparo do plasma rico em
plaquetas, enquanto a realizagdo de apenas uma etapa de centrifugacdo deixa na amostra

residuos, ou de forma total, leucocitos e hemacias.

Na literatura cientifica, foi encontrada evidéncia de que a idade pode influenciar os
valores de hemoglobina, resultando em menores valores de referéncia em idosos em
comparacdo com adultos, o que pode ser explicado por fatores da propria senescéncia celular,
tais como: reducdo da reserva de progenitores hematopoiéticos, dos fatores de crescimento
hematopoiéticos e da producéo de eritropoietina. Destaca-se que os valores de RDW (Largura
da distribuicdo das células vermelhas) também aumenta com a progressdo da idade. O RDW
consiste em um parametro laboratorial que mede a diferenca de tamanho dos eritrécitos
circulantes no sangue, sendo utilizado no diagnostico diferencial de doencas hematoldgicas. A
literatura aponta que os valores do RDW se elevam com a idade, sendo concebivel que a
anisocitose possa refletir o comprometimento de multiplos sistemas fisioldgicos relacionados
ao processo de envelhecimento (MARTINEZ-VELILLA et al., 2012; PATEL et al., 2009).
Salienta-se que, entre mulheres, ndo foram observadas diferencas entre adultas e idosas para
RDW, sendo notado pequeno aumento entre homens na Pesquisa Nacional de Salde do ano de
2019 (ROSENFELD et al., 2019).

Niveis crescentes de consumo de alcool estdo associados a diminuicdo da ativacdo e
agregacao plaquetaria em homens mais do que em mulheres e, respostas plaquetarias reduzidas
a trombina e ao coladgeno. Fumar limitado (trés cigarros/dia) aumenta a agregacdo plaquetéaria.
Sendo assim, reduzir ou eliminar o consumo de alcool e tabaco antes da preparacdo do PRP
pode permitir que as plaquetas restabelecam seu conteddo normal de fator e propriedades de

agregacao.

Estudos relatam que fumantes exibem contagens mais altas de leucocitos (WBC) e
neutrofilos comparado as pessoas ndo fumantes. Entre esse mesmo grupo, as mulheres exibem
niveis mais altos de leucdcitos, neutrofilos e plaquetas quando comparadas aos homens. A
quercetina, um flavondide presente em alta concentracdo em algumas bebidas alcdolicas como

0 vinho, reduz o processo de ativacdo plaquetaria. Portanto, antes da producéo do PRP, a dieta
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do paciente deve ser avaliada e ajustada adequadamente para que seja produzido um composto

biol6gico com maior potencial de eficicia analgésica (BAIN, 1996; BELCH et al., 1984).

Comorbidades de base como a hipertensdo arterial, € uma condicdo que induz as
plaquetas a liberarem suas moléculas atuantes da regeneracgéo tecidual no plasma sanguineo,
reduzindo o nimero de plaquetas disponiveis com seu conteido de moléculas bioativas normal.
Frente a isso, antes da preparacdo do PRP, pode ser vantajoso reduzir a pressdo sanguinea do
paciente, mesmo que brevemente, permitindo assim que as plaquetas aumentem em numero e
recuperem seu conteido basal de fatores a favor da regeneracdo do tecido (AHMED et al.,
1993).

Pacientes com diabetes mellitus tém evidéncias de hiper-reatividade plaquetaria e
aumento da ativacao plaquetaria basal. Isso resulta de uma combinacéo de fatores, incluindo os
efeitos da insulina, hiperglicemia, hiperlipidemia, disfuncdo endotelial, estresse oxidativo e
estado inflamatério (KAKOUROS et al., 2011). Além disso, exibem niveis mais altos de VEGF
no plasma como um mecanismo compensador do processo de isquemia visto em sua
fisiopatologia. Esse excesso de VEGF circulante pode ser endocitado por plaguetas e
megacariécitos, causando maior contelldo de VEGF nas plaquetas diabéticas (KARINA et al.,
2019).

Patologias inflamatdrias sdo caracterizadas por uma fisiopatologia mediada
supremamente por moléculas de cunho inflamatorio. Esse perfil imunoldgico visto no paciente
serd também observado no plasma rico em plaquetas produzido, o que diminui sua eficacia
analgésica por possuir maioritariamente citocinas e fatores de crescimento inflamatérios, os
quais, por exemplo, alteram negativamente o fendtipo e a funcéo de condrécitos e osteoblastos.
Além disso, um PRP que seja rico em leucdcitos apresentara concentracao alta de IL-1p, IL-6
e TNF-a e isso contribui diretamente para a degradag@o da cartilagem e aumento da produgao
de IL-6, que entdo enfatiza a sintese de osteoclasto provocando maior reabsorcéo 0ssea além
da manutencéo de uma inflamacéo de baixo grau persistente na articulagdo (NIEMANN et al.,
2023).

O conteudo plaquetario também ¢ afetado por varios medicamentos e terapias
medicamentosas, como inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSS),
antiinflamatérios ndo esteroides, anti-histaminicos, antibioticos e antidepressivos triciclicos.
Essas drogas suprimem as funcGes plaquetarias normais, o contetdo de fatores e sua capacidade
de agregacdo. Apesar da falta de evidéncias cientificas sobre interromper o uso desses

medicamentos para melhor eficacia analgésica do PRP produzido e concentracdo de plaquetas,
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estudos consideram suspender o uso antes da aplicacdo do concentrado, a partir do momento
que medicamentos como aspirina e paracetamol, comumente usados no controle da dor,

apresentam atividade inibitdria na agregacao plaquetaria (KAO; ZHANG; VAP, 2022).

2.5. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Os principais métodos de diagndstico da osteoartrite sdo a avaliagdo clinica pelo médico
especialista, seguida de exames complementares de radiografia, e ressonancia magnética (RM).
A radiografia convencional é o método de imagem mais simples e barato para avaliacdo da
osteoartrite do joelho. Entretanto, a avaliacdo da cartilagem articular neste exame faz-se através
da medida do espaco articular existente fornecendo apenas uma estimativa indireta da espessura
da cartilagem (ENGLUND et al., 2009). Kellgren e Lawrence em 1957 apresentaram uma
escala para classificacdo radioldgica de osteoartrite, que é utilizada como método de avaliacao
de pacientes bem como para uso em estudos clinicos e epidemioldgicos (KELLGREN;
LAWRENCE, 1957).

Embora as radiografias sejam rapidas e na maioria das vezes mais viaveis, as
ressonancias magnéticas tém a vantagem de poder visualizar todas as estruturas dentro de uma
articulacdo com OA, permitindo uma avaliacdo detalhada das caracteristicas morfoldgicas e de
volume da cartilagem, melhorando assim a compreensdo da associagdo entre mudanca
estrutural e sintomas clinicos, além de avaliar e acompanhar as mudancas dentro dessas
estruturas ao longo do tempo. Esse exame ou método de diagnostico tém sido a opcao escolhida
em pesquisas e foram desenvolvidos sistemas especificos de pontuacdo para quantificar a
mudanca patoldgica ao longo dos maltiplos compartimentos dentro de uma dada articulacao
para osteoartrite (PETERFY et al., 2004).

O método denominado CaLS (Cartilage Lesion Score), uma técnica quantitativa de
ressonancia magnética € um sistema de pontuacdo reproduzivel para lesdes de cartilagem que
permite uma avaliacdo da cartilagem do joelho em pacientes com OA, utilizando imagens de
ressonancia magnética convencional (ALIZAI et al., 2014). Provou ser util para analise da
degeneracdo da cartilagem e reparo desse tecido apds intervencdo cirurgica no joelho, sendo
mais acurado quando comparado com as taxas de deteccdo de sistemas semiquantitativos
WORMS e BLOKS (BAUM et al., 2012). Também pode ser realizada de forma néo invasiva
sem a injecdo de agentes de contraste e o software de pds-processamento estd disponivel em

muitos sistemas comerciais de ressonancia magnéetica.
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A fisioterapia demonstra papel de destaque no tratamento da osteoartrite. Os objetivos
gerais da reabilitacdo sdo aumentar e manter a funcdo atual, além de evitar a deterioracdo
articular. Programas de exercicios e / ou outras atividades fisicas sdo recomendados para
melhorar a dor e o status funcional. Ja para os individuos que se encontram dentro do processo
natural do envelhecimento, a massa muscular e a forga fisica sdo diferentes dos individuos mais
jovens, sendo necessario exercicios especificos para aumento da amplitude do movimento e
flexibilidade, e para fortalecimento dos musculos do joelho (REGNAUX et al., 2015).

Fato que, combinar estratégias comportamentais destinadas a perda de peso é benéfico
para o controle dos sintomas, melhora da funcdo e reducdo da progressdo da condi¢cdo. Um
estudo observou uma diminuicdo da degeneracgéo da cartilagem do joelho entre os participantes
que obtiveram uma perda de peso maior que 10%, além de uma melhoria significativa na dor e
capacidade funcional (GERSING et al., 2016).

Com relacdo as recomendagdes farmacoldgicas, o uso de anti-inflamatérios néo
hormonais tém forte indicacdo no alivio da dor na osteoartrite. Infelizmente, os efeitos
deletérios para os rins, bem como para os sistemas cardiovascular e gastrointestinal, fazem deles
uma escolha mais arriscada em adultos acima dos 60 anos (SCARPIGNATO et al., 2015). Uma
vertente que se muito discutida dentro dos consultérios de ortopedia sdo as injecdes de
glicocorticdides intra-articulares, as quais ainda ndo fornecem um desfecho regenerativo eficaz
para esse caso clinico. Quando surgem os sinais de inflamacao aguda e sinovite, as injecdes de
glicocorticdides intra-articulares podem aliviar muito rapidamente a dor e o derrame articular.
Os pacientes podem necessitar de injecOGes repetidas, embora o intervalo seguro entre as
injecOes e a preparacdo ideal de esteroides ainda ndo tenha sido padronizado (DOUGLAS,
2012).

Além disso, varias formulagdes de nutracéuticos sdo comercializadas para o tratamento
da dor no joelho. Os mais consumidos e mais conhecidos sdo 0s produtos de sulfato de
glicosamina e condroitina. Estes dois compostos naturais sdo considerados como farmacos de
acdo lenta sintomatica para a osteoartrite. Embora ndo h& evidéncia clara de que esses
compostos séo eficazes na reducéo e progressao da osteoartrite, em alguns casos, podem ajudar
a melhorar a dor (CLEGG et al., 2006; HERRERO-BEAUMONT et al., 2007; SINGH et al.,
2015).

A cirurgia € indicada e deve ser considerada quando o paciente for refratario ao
tratamento conservador por um periodo razoavel (pelo menos trés meses), e a qualidade de vida

estiver notavelmente comprometida. Existe uma variedade de intervencgdes cirurgicas a ser
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escolhida a depender do grau da degeneracdo, da condi¢cdo geral do paciente e da preferéncia
do cirurgido ortopédico. Nos casos da osteoartrite de joelho em fase avangada, ou seja, em
escala de Kellgrenn and Lawrence grau 4, a artroplastia total do joelho (ATJ) é atualmente a

Unica opcao para resolver a dor e melhorar a funcédo de forma duradoura (CAMANHO, 2001).

Desta forma, o tratamento que tenha como preditivo um objetivo regenerativo, que atue
diretamente nas vias de sinalizacdo inflamatéria, envolvendo uma solucéo biolégica autéloga
tém destaque frente as opcBes disponiveis. Frente ao exposto, destaca-se o plasma rico em
plaquetas, um bioproduto autélogo obtido através da coleta de sangue periférico, composto por
niveis suprafisioldgicos de plaquetas, as quais liberam fatores de crescimento e citocinas que

irdo atuar através de vias metabdlicas celulares no processo de reparo da les&o.

2.6. PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O conceito e a descri¢do do concentrado de plaquetas foram abordados inicialmente na
area da hematologia, quando em meados do ano de 1970 os médicos da area utilizaram o termo
“plasma rico em plaquetas (PRP)” para descrever um plasma com uma concentragdo de
plaquetas acima dos niveis encontrados no sangue periférico, o qual foi utilizado inicialmente
como um produto de transfusdo para tratar pacientes com trombocitopenia, patologia
caracterizada pela sintese reduzida de plaquetas produzidas pela medula 6ssea, aumentando o
risco de hemorragia (ALVES; GRIMALT, 2018; GRIMALT; ALVES, 2016).

Dez anos depois, 0 PRP comecou a ser utilizado na cirurgia oral e maxilofacial, agora
como ‘“Plasma rico em Fibrina (PRF)”, também um concentrado de plaquetas, divergindo do
PRP através da configuracdo da matriz de fibrina presente, o que diferencia a cinética biolégica
dos dois produtos. Ambos possuem quantidades significativas de fatores de crescimento e
citocinas, os quais sdo distribuidos de forma diferentes nos dois produtos, enguanto essas
moléculas estdo presentes dentro dos alfa granulos das plaquetas no PRP, estas se encontram
“presas” nas redes de fibrina e no exsudato do PRF. Este Gltimo tém maior aplicagdo como um
biomaterial adesivo coadjuvante de scaffolds terapéuticos para auxilio no processo de
cicatrizacdo da lesdo (DOHAN; CHOUKROUN; DISS, 2006).

Devido as suas caracteristicas de agregacdo e ativacdo celular, e por interferir no
processo de regeneracdo do tecido, o uso do plasma rico em plaquetas dispersou para outras
areas médicas como dermatologia, cirurgia cardiaca, oftalmologia, cirurgia plastica e lesdes

musculoesqueléticas, esta ultima ganhando expressiva notoriedade por conta da midia, ja que
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esse bioproduto comecou a ser bastante utilizado para tratar lesdes de atletas decorrente de
esportes (LYNCH; BASHIR, 2016). Torna-se um tratamento bastante interessante para lesdes
sem um desfecho clinico eficiente, ja sido tratadas anteriormente com outras opgdes

terapéuticas ou ndo, visto que possui propriedades mitogénicas, angiogénicas e quimiotaticas.

A plaqueta contém trés tipos de granulos secret6rios essenciais para suas fungoes, sao
eles: granulos densos, alfa granulos e lisossomos. Os granulos densos possuem adenosina
trifosfato (ATP), calcio e serotonina, os lisossomos carregam enzimas hidroliticas e os alfa
granulos, 0s mais numerosos, possuem em seu interior os fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas atuantes no processo de regeneracao tecidual. O plasma rico em plaquetas nao sé
possui uma alta concentracdo de plaquetas como também os fatores de coagulacdo presentes
nos alfa granulos das mesmas, sendo eles fibrinogénio, fator V, fator VIII e fator plaquetario 4
(WALSH, 1981), fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas as quais se ligam aos
receptores de membrana presentes nas células circulantes locais, por exemplo os osteoblastos,
osteoclastos e sinovidcitos, iniciando assim o processo de regeneracdo do tecido local a partir
dessas interacdes (ANITUA et al., 2004).

Além dos componentes citados acima, o plasma rico em plaquetas detém proteinas
adesivas como fibronectina, vitronectina e plasminogénio, proteases e antiproteases como
metaloproteinases de matriz e desintegrina e metaloproteinase com perfil semelhante a
trombospondina (ADAMTS). Essas moléculas sdo essenciais para processos de angiogénese e
migracdo celular, e, moléculas como adenosina, serotonina, histamina e célcio, apresentam
propriedades antiinflamatdrias, proliferacéo celular, aumento da permeabilidade de capilares e
ativacdo de macroéfagos, diferenciacdo de queratinécitos e migracdo de células da epiderme,
respectivamente. Microparticulas como enzimas e fatores de transcri¢ao estdo presentes, além
das moléculas como histamina e serotonina mediadores quimicos importantes durante processo
de inflamagdo com propriedades vasoativas. (Figura 5) (WROBLEWSKI; MEJIA; WRIGHT,
2010).
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Figura 5 - Conteutdo celular do plasma rico em plaquetas.
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Fonte: adaptado de Antoine Turzi, 2018. O contetdo do plasma rico em plaquetas é multiplo e atende as diferentes
vias de sinalizagdo celular necessarias para regeneracdo do tecido através das moléculas presentes nos alfa-
granulos das plaquetas. Ao entrar em contato com o tecido humano, estas se ativam e liberam fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas, proteinas adesivas, proteases e antiproteases e microparticulas. Além do
componente basico do plasma, o fibrinogénio que compde a nova matriz de fibrina da lesdo tecidual. Interleucina
(IL), Fator-1 Derivado de Células Estromais (SDF-1), Regulado apés a ativacdo, células T normais expressas e
presumivelmente secretadas (RANTES), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator transformador de crescimento (TGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), fator de crescimento semelhante a insulina (ILGF),
Metaloproteinases (MMPs), desintegrina e metaloproteinase com perfil semelhantes & trombospondina
(ADAMTS).

2.7. MOLECULAS BIOATIVAS PRESENTES NO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

A presenca da quimiocina Fator-1 Derivado de Células Estromais (SDF-1) dentro do
PRP é necesséria para a diferenciagdo osteogénica induzida pela proteina morfogenética dssea
2 (BMP2) de linhas celulares multipotentes e recruta ativamente novos progenitores para
regibes de formacdo Ossea, além de aumentar a proliferacdo e diferenciacdo de progenitores
preexistentes nas superficies 0sseas (CHEN; CASTILLO; JACOBS, 2013). Ja a quimiocina
RANTES (Regulado apo6s a ativagdo, células T normais expressas e presumivelmente
secretadas) desempenha papel importante no recrutamento de mondcitos e células endoteliais,
estimula a migracdo de osteoblastos para regides de reabsorcdo do 0sso na tentativa de
compensar os efeitos deletérios dos osteoclastos e promove a supressdo da apoptose dos
osteoblastos (LECHNER; RUDI; BAEHR, 2018).



30

A IL-1p é considerada uma citocina protagonista na patogénese da OA com niveis
elevados no fluido sinovial, cartilagem e 0sso subcondral, e tém sua sintese mediada por
condrdcitos, osteoblastos, células da membrana sinovial e células mononucleares (FARAHAT
etal., 1993; MELCHIORRI et al., 1998; SZEKANECZ; KOCH, 2000). Possui dois receptores
de membrana principais nos condrécitos e sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (células de
origem mesenquimal que fornece proteinas especificas para articulagdes, como a lubricina e
moléculas de adeséo celular), IL-1R1 e IL-2R2 que séo disputados pelo antagonista do receptor
de interleucina-1 (IL-1Ra) o qual ao formar esses complexos ndo induz nenhuma resposta
intracelular e blogueia as conexdes com a IL-1f afetando suas atividades (CARON et al., 1996;
PALMER et al., 2002).

Nota-se as agBes da IL-1p através da producdo de espécies reativas de oxigénio
geradoras de peroxidos e radicais hidroxilados que danificam de forma direta o tecido. Além
disso, interfere no metabolismo das células locais, principalmente os condrdcitos que sofrem
desvios na produgdo de componentes da matriz extracelular como colageno tipo 2 e aggrecan,
atraves de processos como a proteolise realizada de forma acentuada por metaloproteinases e
pela familia ADAMTS, produtos inflamatorios gerados nesse nicho também pelas células locais.
Esses condrdcitos afetados pela IL-18 entram em processo de senescéncia celular mais
rapidamente, gerando muita apoptose e prejudicando o processo de reparo da cartilagem
articular (KOSHY et al.,, 2002; VERMA; DALAL, 2011). Essa interleucina tém uma
caracteristica de producdo autdcrina sob as células da articulacdo, permitindo e estimulando a
producdo de outras citocinas e quimiocinas, como TNF-alfa, IL-6, IL-8 e CCL5 (quimiocina
ligante 5 CC).

Naturalmente formada como uma proteina homotrimérica transmembrana tipo Il
(mTNFa), o fator de necrose tumoral alfa sera secretado e assim possuir sua forma livre (TNFa)
no tecido com auxilio da metaloproteinase TACE/ADAML17 (IDRISS; NAISMITH, 2000;
KRIEGLER et al., 1988; TANG; HUNG; KLOSTERGAARD, 1996). Além de ser produzido
por condrdcitos, osteoblastos e sinoviocitos, possui dois receptores de membrana na maioria
das células nucleadas, TNF-R1 e TNF-R2 e exibe grande concentragéo no fluido e membrana
sinovial, cartilagem articular e 0sso subcondral na patogénese da osteoartrite, assim como a IL-
15 (BELDI et al., 2020). O TNF-R1 recruta o complexo | de sinalizacdo celular, onde os
produtos finais sintetizados por condrdcitos ativos, por exemplo, MMPs 1, 3 e 13, IL-6, IL-8,
VEGF e PGE2 estimulando a producdo de outras citocinas do mesmo nicho inflamatorio e

proteinas, como TRAF2, que previnem a apoptose celular, nesse caso sendo prejudicial ao
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tecido ao armazenar células senescentes (HAAS et al., 2009). O complexo Il recrutado pelo
TNF-R2 é acompanhado pelo processo de endocitose do receptor levando a desintegracao da
célula (Micheau et al., 2003). Interessante destacar que o polimorfismo encontrado no gene
M196R, que codifica a proteina receptora TNF-R2 pode preordenar o desenvolvimento da
osteoartrite, & medida que aumenta o numero de proteinas receptoras na superficie dos
condrdcitos, levando a disturbios nas suas funcGes, como sintese de proteoglicanos, colageno
tipo 2, e diminuicdo da producdo de ATP, aléem de gerar uma desordem na migracao de células
progenitoras de condrocitos afetando possibilidade de regeneracao para a cartilagem (LOPEZ-
ARMADA et al., 2006).

A IL-6 € uma glicoproteina composta por 184 residuos de aminoacidos interconectados,
produzida na cartilagem em resposta as acdes da IL-18 e TNFa, através dos condrdcitos,
osteoblastos e macrofagos. Possui dois receptores celulares, forma de membrana mIL-6R e
forma soluvel sIL-6R os quais sdo formados pelas metaloproteinases ou através do processo de
splicing alternativo (processo pelo qual os éxons de um transcrito primario sdo ligados de
diferentes maneiras durante o processamento do RNA, levando a sintese de proteinas distintas)
(VILLAGRA, 2009). A IL-6 é uma citocina chave na patogénese da osteoartrite com relacéo as
mudancas que ocorrem no 0sso subcondral, ao passo que promove a sintese de osteoclastos
interferindo entdo no processo de reabsorcdo 0ssea, enquanto age em sinergia com outras
citocinas inflamatdrias, estimulando a diminuicdo da sintese de colageno tipo 2 e aumento da
producdo de enzimas degradantes (ex: ADMTS) pelas metaloproteinases, principalmente
atraveés dos osteoblastos. Com todos esses efeitos, € uma citocina que esta diretamente ligada
com a intensidade das lesbes apresentadas nos exames de radiografia, levando até a formacéo
dos ostedfitos, vistos nesse exame de imagem (DE HOOGE et al., 2005; LIU et al., 2006).

Ja a IL-15 é uma citocina ja bem estabelecida na patogénese de doencas reumatoides,
estimulatorias na secrecdo de MMPs e, de forma, mais especifica, na osteoartrite exibe alta
concentracdo no fluido sinovial nos estdgios iniciais da condigdo. Assim como a IL-6, a
presenca exacerbada dessa citocina no soro de pacientes com OA esta diretamente ligada com
a severidade da lesdo apresentada no raio-x, assim como a sensacdo de dor conferida pelo
paciente (SUN et al., 2013).

AIL-17 é uma glicoproteina produzida por células TCD4+ estimuladas e mastdcitos que
se infiltram na membrana sinovial e em toda a articulagdo através dos vasos sanguineos. Afeta
principalmente condrécitos na sintese de proteoglicanos e produgdo de MMPs e sinovidcitos
semelhantes a fibroblastos, que exibem em sua superficie o receptor IL-17R (HONORATI et
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al., 2006). Explica-se aqui o processo de hipertrofia sofrido pela articulagdo a partir do
momento que a IL-17 estimula de forma excessiva a formacdo de novos vasos sanguineos
atraves do fator de crescimento endotelial vascular sintetizado pelos condrécitos e sinoviocitos.
O nivel de IL-17 medido no soro e no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite é elevado

e mostra uma correlagdo positiva com a imagem radiografica (CHEN et al., 2014).

Apos a ativagdo da proteinase 3 ou Caspase 1, a IL-18 torna-se biologicamente ativa e
a cartilagem articular com osteoartrite exibe niveis elevados dessa molécula, colaborando de
forma aguda para a producdo dessa glicoproteina. Sua producdo na cartilagem articular €
mediada por condrocitos, osteoblastos, sinovidcitos e macréfagos que possuem o receptor IL-
18Ra (OLEE et al., 1999). De forma especifica, essa citocina promove alteragdes morfoldgicas
nos condrocitos levando a sua apoptose, além de inibir a sintese de proteoglicanos, aggrecan,
colageno tipo 2 e incentiva a producdo de MMP-1, MMP-3 e MMP-13 (INOUE et al., 2008;
JOHN et al., 2007; JOOSTEN et al., 2004). Assim como as citocinas inflamatérias acima
descritas, a concentracdo de 1L-18 no fluido sinovial, cartilagem e soro mostra uma correlagéo

positiva com a severidade da osteoartrite vista em exames radiogréaficos.

Com relacdo as atividades das citocinas antiinflamatérias, trés se destacam na
fisiopatologia da osteoartrite, sdo elas: IL-4, IL-10 e IL-13. A interleucina 4 é uma proteina
composta por 129 aminoécidos e possui atividade bioldgica mediada através da formacédo de
dois complexos com seus respectivos receptores celulares, os quais sofrem processo de
dimerizacdo, ou seja, associacdo de dois dominios intracelulares levando ao processo de
fosforilagdo mutuo. O complexo | é formado entre os receptores IL-4Ra e IL-2Ryc, enquanto
o complexo Il constituido por IL-4Ra e IL-13Ral onde a transducdo de sinal intracelular do
complexo | ocorre através das vias de sinalizacdo IL-4Ra/JAKL/STAT3/STAT6
(BHATTACHARIEE et al., 2013; JIANG; HARRIS; ROTHMAN, 2000). Durante a patogénese
da osteoartrite a producéo da IL-4 é mediada por linfocitos Th2 infiltrados na sindvia através
dos vasos sanguineos, apresentando-se em altas concentracdes no fluido sinovial e, no soro do
paciente a presenca do receptor na sua forma solivel IL-4Ra (SIL-4R) (ISHII et al., 2002;
SILVESTRI et al., 2006). Apesar dos condrdcitos possuirem uma baixa suscetibilidade aos
efeitos da interleucina 4, esta possui acdo de protecdo a cartilagem articular, com efeito
inibitorio na producdo de degradantes da matriz extracelular e, principalmente, na redugéo de
produtos inflamatdrios como PGE2 e espécies reativas de oxigénio, a medida que reduz a
expressdo de citocinas inflamatorias, como por exemplo TNFa através da intermediacdo na
expressao dos seus receptores TNF-R1 e TNF-R2 (ALAAEDDINE et al., 1999).
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Responsavel pela inibicao da producédo de MMPs através da sintese do inibidor tecidual
de metaloproteinases-1 (TIMP-1), a interleucina 10 possui o receptor celular IL-10R composto
por duas subunidades, IL-10R1 e IL-10R2 e utiliza as vias de sinalizacdo
SMAD1/SMAD5/SMADS8 e ERK1/2 MAPK para induzir a expressdo de genes das proteinas
morfogenéticas 6sseas 2 e 6, importantes no processo de diferenciacdo e proliferacdo de células
mesenquimais em condrocitos (UMULIS; O’CONNOR; BLAIR, 2009). Assim como a IL-4, a
interleucina 10 previne a apoptose de condrdcitos e sinovidcitos semelhantes a fibroblastos com
a sintese da forma antagonista IL-1Ra da citocina inflamatéria IL-18. A 1L-10 reduz o efeito
do TNFa em fibroblastos sinoviais através da diminuicao significativa da secrecdo de PGE2,

COX-2 e PLA2 e diminuicdo da expressao de seus receptores celulares.

Interessante destacar a associacdo da pratica de atividade fisica com a producdo de
citocinas antiinflamatdrias; ndo se sabe ainda qual o mecanismo certeiro, mas, acredita-se que
devido a grande pressdo intrarticular sofrida pela articulacdo durante a pratica do exercicio
fisico, sera um meio indutivo de secrec¢do celular no tecido desse perfil de citocinas (ANGELE
etal., 2003; MIZUNO et al., 2002).

A interleucina 13 possui acdo parecida com a interleucina 4 por dividirem a mesma
cadeia de receptor IL-4Ra, além do IL-13Ral para criar o complexo 2, o qual ira sustentar as
vias de sinalizacdo  IL-4Ra/JAK2/STAT3 e IL-13Ral/TYK2/STAT1/STAT6
(BHATTACHARJEE et al., 2013). Atua principalmente nos fibroblastos vistos na sindvia,
impedindo que criem ligacdo com receptor da IL-18 com a producdo de mRNA do antagonista
IL-1Ra, fazendo com que esses fibroblastos exibam propriedades similares aos osteoblastos,
além de exibir efeitos inibitorios na sintese de moléculas inflamatdrias como TNFa e MMP-3
(ONOE et al., 1996; YEH et al., 1995). De forma mais especifica, a IL-13 diminui a
concentracdo nuclear de fatores transcritos para a sintese de COX-2 o que leva a diminuicéo da
sintese de PGE2.

Com relacdo aos fatores de crescimento, aqueles mais caracteristicos a regeneragdo
Ossea e vascular sdo eles: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) atuantes nos
processos de angiogénese, mitogénese e ativacao de macrofagos, fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) principal componente da formagdo de novos vasos sanguineos, fator
transformador de crescimento (TGF) participante da regeneracdo 0Ossea e mediador da
inflamacdo, fator de crescimento epidérmico (EGF) responsavel pela proliferagdo e
diferenciacdo celular, fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) promotor da

angiogénese, adesdo plaquetaria e formacao de tecido conectivo fibroso, etapa importante da
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reparacao tecidual e fator de crescimento semelhante a insulina (ILGF) que estimula a sintese
proteica para formacdo 0ssea além de ser um fator quimiotatico para os fibroblastos, os quais
estabelecem conexdo com os receptores de membrana presente nos osteoblastos, fibroblastos,
células epiteliais e endoteliais (Figura 6) (SEBBAGH et al., 2023).

De forma geral, quando o plasma rico em plaquetas entra em contato com o tecido
lesionado, essas plaquetas sdo ativadas atraves dos capilares e liberam do interior dos seus alfa
granulos todos os componentes acima retratados e com o fluxo dessas moléculas inicia assim o

processo de regeneracdo do tecido a partir das suas interagfes célula-célula.

Figura 6 - Plaquetas, alfa granulos e principais fatores de crescimento atuantes no processo regenerativo de um
tecido.
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MACROFAGOS e - |
- | ": >
VEGF : ANGIOGENESE,VASCULOGENESE o 4 4 )
o 7 = e
TGF : REGENERACAO OSSEA E REGULACAO DA - ' "";
INFLAMAGCAO o . /= Y
-’: d - '/ . -
EGF : PROLIFERACAO E DIFERENCIACAO CELULAR i
CTGF : ANGIOGENESE, REGENERACAO DA
CARTILAGEM, ADESAO E FIBROSE PLAQUETARIA
PLAQUETAS E
- ALFA GRANULOS

ILGF : QUIMIOTATICO PARA FIBROBLASTOS,
ESTIMULAGAO DE SINTESE PROTEICA, FORMAGAO
OSSEA

Fonte: adaptada de Sebbagh, 2023. Representacdo de plaquetas e moléculas atuantes da regeneracdo tecidual
presentes no interior dos alfa granulos componentes das plaquetas. Fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator transformador de crescimento (TGF), fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), fator de crescimento

semelhante a insulina (ILGF).

E importante enfatizar que o plasma rico em plaquetas produzido seguira a linha de
perfil imunolodgico do paciente, de modo que a composi¢do do PRP faz jus a saude das células
do paciente (NIEMANN et al., 2023). Além da idade ser um fator importante, existem outras
condicbes que tambem interferem na qualidade do concentrado plaquetario no que diz respeito
a concentracdo das plaquetas, sendo as comorbidades de base como hipertensdo arterial e
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diabetes mellitus, consumo de anti-inflamatorios néo esterdides (NSAIDs), como ibuprofeno,
diclofenaco, naproxeno, aspirina e uso do acetaminofeno mais comum, o paracetamol, presenca
de condicdes osteoarticulares e/ou musculoesqueléticas inflamatorias (tendinite, fibromialgia e

artrite reumatdide) e habitos de vida do paciente como tabagismo e etilismo.
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3. JUSTIFICATIVA

A osteoartrite € uma condicdo predominante a partir dos idosos jovens (entre 60 e 70
anos) e envolve um processo inflamatdrio muito custoso para o individuo, gerando muita dor
no local, afetando sua qualidade de vida, tirando-o da rotina da sociedade. Esse estudo traz uma
analise do perfil de pacientes atendidos segundo suas caracteristicas sociodemograficas e
clinicas, além de abordar uma solucéo bioldgica terapéutica minimamente invasiva e de baixo
custo com resultados significativos, investigando o plasma rico em plaquetas. Trata-se de uma
solucdo biologica e autdloga que possibilita a menor intervencao cirurgica para o individuo ao
mesmo tempo que seja de baixo custo econdmico para as partes envolvidas. Ademais, 0s
resultados desse projeto servirdo também como base e/ou como insights para futuros ensaios

clinicos.
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4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Relatar caracteristicas clinicas que exibam probabilidade de interferir na qualidade

terapéutica do plasma rico em plaquetas produzido.

4.2. ESPECIFICOS

Explorar variaveis sociodemogréaficas a partir dos servicos médicos de atendimento ao
publico;
Destacar variaveis clinicas que possam interferir na concentracdo numérica de plaquetas

do plasma rico em plaquetas;

Analisar série eritrocitaria e leucocitaria dos hemogramas de sangue total e plasma rico

em plaquetas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Previamente a coleta de dados, foi apresentado o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) para os participantes da pesquisa para explicacdo da mesma e tirada de eventuais
davidas. Este estudo foi conduzido no Departamento de Cirurgia Experimental e Especialidades
Cirargicas (DCEEC) do Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES-UFBA) de
acordo com o parecer consubstanciado da Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP) 3.460.241 e
de acordo com o Certificado de Apresentacio para Apreciacdo Etica (CAAE)
13790619.6.0000.0049.

5.2. DELINEAMENTO DA PESQUISA

Trata-se de um estudo experimental com componentes qualitativos e quantitativos, no
qual foram coletados dados sociodemograficos e clinicos durante o periodo de 2021 e 2022 no
servico de ortopedia do Ambulatério Professor Francisco Magalhdes Neto situado no Complexo
Hospital Universitario Professor Edgard Santos e no servico de exames imunoldgicos do
Laboratdrio de Imunologia do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia.

Os critérios de inclusdo da pesquisa sdo: pacientes atendidos no setor da ortopedia e
especialidade de joelho do Ambulatério Professor Francisco Magalhdes Neto do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos com osteoartrite inicial (Kellgren-Lawrence 2 e 3) do
joelho na radiografia em uma ou mais regides do joelho (céndilo femoral medial / lateral ou
platd tibial) foram convidados a participar do estudo. Como critérios de inclusdo foram
considerados dor moderada a grave ha no minimo 6 meses, ndo responsiva a pelo menos duas
terapias convencionais (injecdes locais de esteroides, infiltracdes, viscossuplementacdo, drogas
antiinflamatdrias ndo-esteroidais, fisioterapia, acupuntura, modificagdes no estilo de vida),

auséncia de fratura prévia e auséncia de cirurgia anterior no joelho.

Como critérios de exclusdo do estudo tém-se: Individuos com perda da funcéo da
articulacdo (OA secundéria); Portadores de doencas autoimunes ou insuficiéncia renal dialitica;
Individuos que apresentavam IMC maior que 35; Individuos submetidos a qualquer tratamento
com injecdes intra-articulares no joelho nos ultimos 3 meses; Individuos com desvio importante
do alinhamento mecéanico dos membros inferiores (maior do que 8 graus); Individuos com

lesBes ligamentares do joelho observadas na ressonancia magnética; Individuos com
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antecedente de cirurgia no joelho; Individuos que apresentavam classificacdo radiografica de

osteoartrite Kellgren-Lawrence superior ao grau 3.

5.3. COLETA DOS DADOS CLINICOS

Os participantes do estudo foram convidados a compor a amostra do estudo durante a
consulta clinica no ambulatério Magalhdes Neto, no servigco de ortopedia na especialidade de
joelho e na fila de espera para coleta de exames laboratoriais de anélises clinicas do Instituto de
Ciéncias da Saude, momento no qual os dados sociodemograficos e clinicos foram coletados

pela autora do trabalho.

Apo0s, realizou-se a coleta de sangue periférico em sala reservada para pequenos
procedimentos. Foram utilizados quatro (04) tubos da tampa amarela com anticoagulante ACD
(citrato &cido dextrose) com volume de 8,5 ml e um (01) tubo com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) com volume de 2 ml. Ap6s a coleta do sangue periférico a amostra
passou pelo processo de centrifugacdo e comparacdo do nimero de plaquetas entre o PRP
produzido e a amostra de sangue basal através do hemocitdmetro SYSMEX XN-1000. Ao final,
as amostras de PRP foram armazenadas no freezer -80° graus celsius, situado no anexo 1 do

laboratdrio de Imunologia do ICS.

5.4, VARIAVEIS CLINICAS

Para a obtencdo do concentrado de plaquetas adotou-se a metodologia de Amable e
colaboradores (2013). Foi utilizada a centrifuga Excelsa i 2206 da empresa FANEM para 0s
processos de centrifugacdo. Apds a primeira centrifugacdo com RPM (rotagdes por minuto) de
1.400 durante 5 minutos, foi retirada toda a por¢éo do plasma dos 4 tubos de ACD totalizando
4 a 4,5 ml de plasma e divididos em 2 tubos sem aditivos de 9 ml. Posteriormente, na segunda
centrifugacdo com RPM de 2.000 durante 10 minutos para concentracdo das plaquetas no fundo
do tubo, formou-se o pellet, do qual foram retirados 3 ml de plasma pobre em plaquetas (PPP)
restando 1,5 ml de plasma rico em plaguetas em cada tubo. Neste momento foi separado 1ml

da amostra e o restante armazenados em um Unico eppendorf e identificado.

Ap0s esses processos, 0 1ml da amostra separado foi processado no hemocitdometro
juntamente com a amostra de sangue total de EDTA coletada no inicio do procedimento para

comparacdo dos numeros de plaquetas basal e final.
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As variaveis independentes foram grupo (1-presenca da osteoartrite; 2-sem presenca da
osteoartrite), sexo (1-masculino; 2-feminino), idade (1-menor 60 anos; 2-maior 60 anos),
tabagista (1-sim; 2-ndo), consumo de alcool (1-sim; 2-ndo), frequéncia do consumo de
antiinflamatdrios ndo esteroides (AINES) (1-diario; 2-eventualmente; 3-ndo toma), presenca de
diabetes autoreferida (1-sim; 2-n&do), presenca de hipertenséo autoreferida (1-sim; 2-n&o),
presenca de condigdes osteoarticular e/ou musculoesquelética (1-sim; 2-ndo).

5.5. DELINEAMENTO DA AMOSTRA

A amostra é ndo probabilistica, por conveniéncia composta por 33 pacientes
acompanhados no servico de ortopedia do Ambulatério Professor Francisco Magalhdes Neto,
situado no Complexo Hospital Universitario Professor Edgard Santos e acompanhados no
servigo de exames imunolégicos do Laboratério de Imunologia do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Bahia.

5.6. ANALISE ESTATISTICA
Consideramos as variaveis D = (PRL1 — PRLo)/1000 e PRL = PRL1/1000, que
representam a diferenca (D) entre as plaquetas do sangue total (PRLo) e as plaquetas do PRP
(PRL1). No segundo momento as plaquetas do PRP (PRL;) divididas por 1.000 para averiguar

a concentracdo numérica das plaquetas no plasma rico em plaguetas (PRL1).

Os modelos lineares generalizados (MLG’s) sdo caracterizados como uma classe de
distribuicdes de variadveis aleatorias discretas e continuas, tais como, as distribuicdes Poisson,
Binomial, Normal, Gama, entre outras. Os MLG’s tém como objetivo estudar a relagdo de uma
variavel de interesse (resposta, dependente) com um conjunto de varidveis independentes
(covariaveis) consideradas como fixas. Neste trabalho em particular, consideramos estudar a
relacdo da variavel D e PRL com as variaveis: X1 = grupo (1-presenca da osteoartrite; 0-sem
presenca da osteoartrite); X2 = sexo (1-masculino; 0-feminino); X3 = idade (1-menor 60 anos;
0-maior 60 anos); X+ = tabagista (1-sim; 0-ndo); Xs = consumo de alcool (1-sim; 0-ndo); Xe =
frequéncia do consumo de antiinflamatorios n&o esterdides (AINEs) (1-diario; 2-
eventualmente; 3-ndo toma); X7 = presenca de diabetes autoreferida (1-sim; 0-ndo); Xs =
presenca de hipertensao autoreferida (1-sim; 0-ndo); X9 = presenca de condigdes osteoarticular

e/ou musculoesquelética (1-sim; 0-n&o).



41

Ambas variadveis, D e PRL, sdo consideradas como variaveis discretas, isto €, pode
assumir qualquer valor do conjunto dos numeros naturais incluido o zero. Um modelo
estatistico adequado para estudar a relagdo acima € a distribuicdo Poisson con media y, com

estrutura sistematica da forma:

wi = exp (Bo+ B1X1+ B2X2 + B3X3 + faXa + Bs5Xs5 + BeXo + [7X7 + BsXs + [oX9)

sendo Bo, -+, B9 pardmetros desconhecidos a serem estimados. A estimacdo dos parametros
desconhecidos € encontrada utilizando a linguagem de programacédo R de acesso gratuito. Na
linguagem de programacéao R, utiliza-se a funcdo glm(.) sobre a suposi¢cdo de que a variavel
resposta segue uma distribuicdo Poisson.

Testar hipoteses sdo procedimentos comuns na inferéncia estatistica. Neste trabalho de
dissertacdo, temos como interesse testar a hipotese H: D = 0 (conhecida como hip6tese nula)
contra A: D # 0 (uma hipdtese alternativa). Na pratica, deseja-se verificar se hd alguma
diferenca significativa do PRL1 com respeito ao PRLo. Utilizamos o nivel descritivo (valor-p,
p-value) para tomar a decisdo de rejeitar ou ndo a hipétese nula a um nivel de significancia de
1%.

6. RESULTADOS

Participaram do estudo 33 individuos sendo 2 excluidos por ndo possuirem contagem
final de plaquetas no PRP, e 2 excluidos por apresentarem contagem basal de plaquetas maior

que visto no PRP, totalizando 29 individuos.

A amostra foi constituida, com maior frequéncia, por individuos do sexo feminino
(58,06%), com idade igual ou maior que 60 anos (51,61%) e da cor parda (61,29%). A maioria
dos individuos (48,39%) possui 0 ensino médio completo e, 45,16% ja se encontram

aposentados (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas da amostra do estudo

Variaveis n %
Idade em anos (Média = DP) 58,19 + 13,42

Sexo

Masculino 12 41,37
Feminino 17 58,62
Idade

=/>60 anos 15 51,72
<60 anos 14 48,27
Cor

Parda 16 58,07
Branca 6 19,35
Negra 6 19,35
Amarela 1 3,23
Escolaridade

Escola Priméaria completa 7 24,13
Escola Priméria incompleta 5 17,24
Ensino Médio completo 14 48,27
Ensino Superior incompleto 1 3,44
Pds-graduacéo 2 6,89
Ocupacéo

Empregado 9 31,06
Desempregado 2 6,89
Aposentado 15 51,72
Trabalhadora do lar 1 3,44
Estudante 2 6,89
Total 29 100

Com base na distribuicdo dos participantes segundo os bairros de moradia,
contabilizando 22 bairros diferentes de Salvador, observa-se que, 0s servicos meédicos de
atendimento ao publico utilizados pelos individuos do estudo é caracterizado por ser um

atendimento amplo e diversificado (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicéo dos participantes do estudo segundo bairros de residéncia da cidade de Salvador.

Bairros de Salvador Ndmero de residentes %
Costa Azul 2 6,90
Lobato 1 3,44
Avrraial do Retiro 1 3,44
Mata Escura 1 3,44
Paripe 2 6,90
Piraja 1 3,44
Itacaranha 1 3,44
Cabula 1 3,44
Sussuarana 1 3,44
Fazenda Grande do Retiro 1 3,44
Rio Sena 1 3,44
Calabar 1 3,44
Cajazeiras 4 13,80
Santa Cruz 1 3,44
Candeias (Regido 3,44
Metropolitana) 1

Baixa de Quintas 1 3,44
Liberdade 1 3,44
Plataforma 1 3,44
Pernambués 1 3,44
Itapud 2 6,90
Acupe de Brotas 1 3,44
Mussurunga 1 3,44
Machado 1 3,44
Total 29 100

Com relacédo as caracteristicas gerais da producdo do plasma rico em plaquetas, €
importante o concentrado possuir mais de um milhdo de plaquetas inseridas, como mostra o
Quadro 1, para que elas possam, de fato, ao liberar as moléculas regenerativas pelos diferentes
granulos presentes nas plaquetas, trazer para o paciente auxilio efetivo na regeneracéo tecidual.
Atrelado ao nimero de plaquetas, manteve-se também uma alta concentracdo do volume
plaquetario médio (MPV) verberando com a média de plaquetas encontrada. Pode-se observar
também que o PRP produzido manteve uma media total de leucdcitos préximos ao nivel basal
encontrando em um adulto (varia entre 5x103 e 10x103 células/microlitro), além disso houve
também reducéo significativa da concentracdo de eritrdcitos, o que é esperado, indicando que

houve uma boa separacdo dos elementos celulares, deixando maior concentracdo de plaquetas
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no produto. Observa-se uma concentracao significativa de linfécitos, os quais beneficiam a
cicatrizacdo da lesdo atraves dos seus efeitos na modulacdo da inflamacdo, remodelacdo e

reparo tecidual e exibicao fenotipica de macrofagos.

O plasma rico em plaquetas produzido com tubo contendo anticoagulante acido citrato
dextrose mantém a morfologia (tamanho) normal das plaquetas e funcionalidade (ativacédo e
retencdo de fatores de crescimento) apds os dois processos de centrifugacdo, pardmetros
importantes para liberacdo dos mediadores celulares com qualidade, permitindo uma
concentracdo plaquetaria maior em comparacdo a apenas um tempo de centrifugacdo. No
primeiro momento, é necessario utilizar uma velocidade de centrifugacdo mais branda para
separar os eritrocitos do plasma, sendo possivel visualizar trés camadas distintas no tubo, o
plasma sobrenadante, 0 “buffy coat” contendo também as plaquetas e no final do tubo as
hemacias. No segundo momento a velocidade de centrifugacao é mais incisiva para separar as
plaquetas e os leucocitos, delimitando o PRP do sobrenadante plasma pobre em plaquetas
(MACHADO et al., 2022).

Quadro 1 - Caracteristicas gerais da produgdo do plasma rico em plaquetas. Dados conferidos em média.

centrifugactes

minuto (RPM)

Anticoagulante

1.400
2.000

Acido citrato

dextrose (ACD)

Volume NUmero de
Numero de Leucécitos x103 Eritrocitos x10° plaquetario linfécitos x103
plaguetas (cél./uL) (cél./uL) (cél./uL) médio (MPV) (PRP %)
(fL) (cél./uL)
1.639.774 5.94 0.28 9.61 68.50
NUmero de Rotacdes por
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Tabela 3 - Comparacao entre as varidveis do hemograma do sangue basal e do plasma rico em plaquetas.

SANGUE PLASMA P-value
TOTAL RICO EM
PLAQUETA
S
Média + DP Variagdo Média + DP Variag&o
Plaguetas x10%/pl | 22.11+8.31 | 36-3.30 174.36 + | 413.90 - 25.20 | <0.001
101.68
Hemacias x10%/pl | 4.70 £ 0.60 6.30 - 3.86 0.29+0.21 0.82-0.03 <0.001
Hematocrito 41.29+3.35 | 48.10-33.90 | 1.88+154 5.70-0.20 <0.001
Leucdcitos 6.29 + 1.68 9.50 - 1.84 5.92+5.43 20.48 - 0.54 0.68
Neutréfilos 52.32+14.90 | 78-0 6.36 £ 8.25 31.7-0 <0.001
Linfécitos 32.64+11.45 | 59.90-0 69.28 £24.29 | 92.30-0 <0.001
Eosindfilos 2.89 +2.53 129-0 0.02+0.05 0.20-0 <0.001
Basofilos 0.57£0.32 1.30-0 0.27+£0.31 1-0 <0.001
Mondcitos 6.82 £2.92 15.80-0 14.61+12.05 |50.90-0 0.001

Na Tabela 3 podemos observar média amostral e as medidas de dispersdo como o desvio
padrdo (DP) e a amplitude (Variacdo) das variaveis obtidas pelo exame de hemograma do
sangue total e do plasma rico em plaquetas. Claramente podemos observar que existe uma
diferenca significativa, a 1% de significancia, das variaves obtidas no plasma com respeito ao

sangue total, com execdo da variavel Leucdcito.

Estatimativas de maxima verossemelhanga, erros padréo, estatistica z e nivel descritivo
(valor-p) séo apresentados no Quadro 2 e 3 para os modelos quando a variavel de interesse é ,

D e PRL, respectivamente.

Quadro 2 - Estimativa, erro padrdo, estatistica z e nivel descritivo (valor-p) considerando a variavel D.

Pardmetros Estimativas Erro Estatistica z Valor - p
padréo

Intercepto () 7.17378 0.01681 426.756 < 2e-16*

Grupo- (8,) 0.32521 0.01202 27.058 < 2e-16*

Sexo- (85) -0.01582 0.01250 -1.266 0.205621

Idade- (5) -0.04869 0.01077 -4.519 6.21e-06*

Tabagista- (f3,) 0.48938 0.02214 22.103 < 2e-16*
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Etilista- (85) 0.33130 0.01155 28.696 < 2e-16*
Diabetes- (8,) 0.07302 0.01768 4.130 3.62e-05*
Hipertenséo- (f3) -0.43385 0.01694 -25.613 < 2e-16*
FAINES-(Bg,) -0.75811 0.02622 -28.914 < 2e-16*
FAINES- (Bg3) -0.05114 0.01345 -3.803 0.000143
Patologias- () -0.21902 0.02614 -8.378 < 2e-16*

Legenda: (8,) grupo (1-presenca da osteoartrite; 0-sem presenca da osteoartrite); (B,) sexo (1-masculino; 0-
feminino); (B,) idade (1-menor 60 anos; 0-maior 60 anos); (B,) tabagista (1-sim; 0-néo); (8.) consumo de élcool
(1-sim; 0-n&o); (Bg,)(Bg,) frequéncia do consumo de antiinflamatérios néo esterdides (AINES) (2-eventualmente;
3-ndo tomay); (B,) presenca de diabetes autoreferida (1-sim; 0-n&o); (B8,) presenca de hipertenséo autoreferida (1-
sim; 0-n&o); (B,) presenca de condicbes osteoarticular e/ou musculoesquelética (1-sim; 0-n&o).

No Quadro 2 podemos observar a varidvel sexo (Masculino e Feminino) ndo é
significativa a 1% de nivel de significancia, isto €, que: o sexo, em média, ndo exibe influéncia
a variavel D. Podemos observar também que as varidveis associadas aos parametros f3, 7, Bs
e 9, em média apresentam um efeito negativo para a variavel D. Considerando a variavel
grupo, por exemplo, podemos afirmar que ha um incremente médio de 1.38 (exponencial de
0,32521) vezes mais de diferenca de concentracdo de plagquetas dos pacientes com osteoartrite
em relacdo aos pacientes que ndo tém osteoartrite. Analogamente, podemos concluir que
pacientes hipertensos apresentam 35% a menos da diferencga de concentragéo de plaquetas, com
respeito aos pacientes considerados ndo hipertensos. Considerando a variavel tabagista, pode-
se afirmar que ha um incremente médio de 1.63 vezes mais de diferenca de concentracdo de
plaguetas com respeito aqueles que ndo sdo tabagistas, da mesma forma com as variaveis etilista

e diabetes (1.39 e 1.1 respectivamente).

Quadro 3 - Estimativa, erro padrédo, estatistica z e nivel descritivo (valor-p) considerando a variavel PLT.

Pardmetros Estimativas Erro Estatistica z Valor - p
padréo
Intercepto () 7.28448 0.01572 463.304 < 2e-16*
Grupo- () 0.28324 0.01125 25.186 < 2e-16*
Sexo- (f3,) 0.01790 0.01168 1.533 0.125353
Idade- (f53) -0.04523 0.01004 -4.506 6.60e-06™
Tabagista- (3,) 0.44708 0.02080 21.497 < 2e-16*
Etilista- (85) 0.32762 0.01078 30.399 < 2e-16*
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Diabetes- (:36) 0.05928 0.01661 3.570 0.000357
Hipertens&o- (,87) -0.38551 0.01588 -24.284 < 2e-16*
FAINES-(ﬁgz) -0.68419 0.02413 -28.359 < 2e-16*
FAINES- (,883) -0.01683 0.01254 -1.342 0.179644
Patologias- (8) -0.12611 0.02389 -5.278 1.31e-07*

Legenda: (8,) grupo (1-presenca da osteoartrite; 0-sem presenca da osteoartrite); (8,) sexo (1-masculino; 0-
feminino); (8,) idade (1-menor 60 anos; 0-maior 60 anos); (B,) tabagista (1-sim; 0-néo); (8.) consumo de alcool
(1-sim; 0-n&o); (Bg,)(Bg,) frequéncia do consumo de antiinflamatérios néo esterdides (AINES) (2-eventualmente;
3-ndo tomay); (B,) presenca de diabetes autoreferida (1-sim; 0-n&o); (B,) presenga de hipertenséo autoreferida (1-
sim; 0-n&o); (B,) presenca de condicbes osteoarticular e/ou musculoesquelética (1-sim; 0-n&o).

No Quadro 3 podemos observar que as variaveis sexo e FAINES 2 ndo sdo
significativas a 1% de nivel de significancia, isto é, que: o sexo e FAINES 2, em média, ndo
exibem influéncia a variavel PLT. Podemos observar também que as variaveis associadas aos
parametros B1 3, Bs, Be , B7, Bs € B9, em média apresentam um efeito negativo para a variavel
PLT, ou seja, essas variaveis apresentam efeito negativo na concentracdo numérica de plaquetas
no PRP. Considerando a variavel grupo, por exemplo, podemos afirmar que ha um incremente
médio de 1.33 (exponencial de 0,28324) vezes mais de concentragdo numeérica de plaquetas dos
pacientes com osteoartrite em relacdo aos pacientes que ndo tém osteoartrite. Analogamente,
podemos concluir que pacientes hipertensos apresentam 32% a menos de concentracdo
numérica de plaguetas, com respeito aos pacientes considerados ndo hipertensos. Considerando
a variavel tabagista, pode-se afirmar que ha um incremente médio de 1.6 vezes mais de
concentracdo numérica de plaquetas com respeito aqueles que ndo sdo tabagistas, da mesma

forma com as variaveis etilista e diabetes (1.39 e 1.1 respectivamente).

7. DISCUSSAO

O Ambulatorio Professor Francisco Magalhdes Neto é a unidade do Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos (HUPES) que concentra a maioria dos
ambulatorios especializados para a realizagdo das consultas médicas, provenientes das unidades
basicas de salde ou centros de referéncia da rede publica, de acordo com os principios de
universalizacdo, equidade e integralidade do Sistema Unico de Satde (SUS). O laboratério de
Imunologia do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA)
reside na rea da extensdo desde 1992, prestando servi¢o de imunodiagndstico, realizando
anualmente cerca de 300.000 testes entre ensaios soroldgicos, dosagens de hormonios e de

marcadores tumorais, bem como imunofenotipagens de hemopatias malignas, servicos esses
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destinados exclusivamente aos pacientes do SUS. O presente estudo demonstra, a partir dos
dados sociodemogréaficos dos pacientes envolvidos, o quanto esses servicos médicos de
atendimento aos usuarios do SUS é diversificado, atendendo pacientes de diferentes regides da

cidade de Salvador e cidades proximas.

Apesar da média de idade dos individuos participantes do estudo ser de 58 anos, dos 29
pacientes envolvidos, 15 deles exibem idade igual ou maior que 60 anos, representando mais
de 50% (51,61%) da amostra, juntamente com a presenca das comorbidades de base, diabetes
mellitus e hipertensdo arterial caracteriza assim o perfil epidemioldgico da pessoa idosa no
Brasil (LIMA-COSTA, 2019).

E fato que o acesso a Educacdo de qualidade é direito fundamental para o
desenvolvimento da cidadania e ampliacdo da democracia, no entanto, com base nos dados
sociodemograficos apresentados, a maioria dos participantes do estudo possuem apenas o
ensino médio completo (48,39%), dado condizente com o cenario da educacdo presente no
Brasil onde, em 2019, segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios Continua
(PNAD Continua), apenas 27,4% dos brasileiros acima dos 25 anos possuiam o ensino médio
completo. Ainda segundo a PNAD Continua de 2021, o Nordeste é composto por 63,1% de
individuos pardos, tal como mostra o presente estudo com maior percentagem de individuos
declarados como pardos (61,29%) (PNAD, 2019).

A faixa de contagem de plaguetas de um adulto normal varia entre 150.000 e 450.000
células/microlitro (WILLIAMSON et al., 2013). Apesar de ainda ndo existir na literatura
cientifica uma padronizagdo da concentracdo de plaquetas ideal dentro do PRP, € descrito, para
efeitos regenerativos de tecido, para tratar lesbes musculoesqueléticas, que, essa faixa de
contagem das plaquetas usualmente deve atingir a partir de um milhdo de plaquetas para efeitos
reestruturantes no tecido (MARX, 2001; PAVLOVIC et al., 2016).

Existe na literatura uma necessidade de classificacdo do plasma rico em plaguetas para
melhor caracterizagdo dos resultados, ja que essa informacdo nao é exibida frequentemente
dentre as pesquisas. Sendo assim, o presente estudo classifica 0 PRP como P-PRP, ou seja, um
PRP puro, conforme Dohan Ehrenfest e colaboradores sugerem, (DOHAN EHRENFEST;
RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009; M. DOHAN EHRENFEST et al., 2012) observando
as caracteristicas descritas no quadro 1, a partir da média de concentracdo de plaquetas, com a
presenca minima de eritrocitos e a permanéncia da média de leucdcitos proximo ao nivel basal
em decorréncia da dupla centrifugacéo exercida no momento do preparo do concentrado que

produz contagens totais de leucdcitos iguais ou até superiores a linha de base porque
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concentram subpopulacdes de leucocitos/macrofagos e linfocitos potencialmente benéficos
para a fisiopatologia da leséo (MAUTNER et al., 2015).

A ativacdo do PRP, que consta com as plaquetas inativadas, ocorre através do contato
com o colageno fibrilar, trombina ou membrana basal das células no momento da infiltracdo do
concentrado na lesdo, fazendo com que haja a liberagdo das moléculas bioativas, fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas, elementos de adesdo, a partir, majoritariamente dos alfa
granulos presentes na estrutura das plaquetas. No entanto, ainda ndo ha na literatura
padronizacdo a cerca da concentracdo ideal das plaquetas, eritrocitos e leucocitos, tendo que
considerar que o efeito terapéutico do plasma rico em plaguetas ndo depende tdo somente dos
trombdcitos (PAVLOVIC et al., 2016). Ha uma divergéncia da existéncia ou ndo dos leucécitos
presentes no bioproduto, porém, ja foi descrito que a presenca dessas moléculas reduz a
estabilidade do scaffold (s@o biomateriais altamente especificos, obtidos de fontes celulares,
para a engenharia de cada tecido ou 6rgdo, sendo um dispositivo estrutural de aporte e entrega
em conjunto com outro biomaterial, por exemplo, o plasma rico em plaquetas) e dificulta a
remodelacdo da matriz extracelular (ANITUA et al., 2022). Com isso, 0 presente estudo
demonstrou a presenca minima, perto do nivel basal de leucdcitos, corroborando com a linha

de pensamento citada.

A qualidade do concentrado (AIZAWA et al., 2020) de plaquetas é geralmente definida
a partir da seguranca de producéo e eficacia, abordando a esterilidade, pureza, identificacdo e
poténcia, aqui retratada através da concentracdo plaquetaria presente. Essa qualidade é
influenciada pelo perfil de saide do paciente e seré retratado no plasma rico em plaquetas
produzido. As comorbidades de base, bastante comuns na populagéo brasileira como a diabetes
mellitus, é caracterizada por apresentar na sua fisiopatologia hipercoagulabilidade e
hipofibrindlise, promovendo uma alta concentracao do fator de crescimento vascular endotelial,
protagonista no processo de regeneracdo tecidual, no entanto, em pacientes com essa
comorbidade é visto frequentemente a formacgéo de trombos, a partir do momento em que ha
ruptura da membrana dessa plaquetas, provocando dano ao endotélio vascular, e essa oclusao
vascular torna o tecido isquémico e hipdxico, o que pode vir a danificar a morfologia das
plaquetas, havendo a possibilidade de interferir nessa concentracdo. Da mesma forma, a
fisiopatologia da hipertenséo arterial estd diretamente associada a danos que ocorrem no
endotélio vascular e, essas células endoteliais danificadas sdo capazes de produzir moléculas
inibitorias da reatividade das plaquetas e da coagulacdo sanguinea, capazes de modular a

fibrindlise e de estimular a tromborresisténcia. Se essa ativacdo persiste, pode resultar em
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diminuicao da producao dessas moléculas protetoras com consequente expressdo de moléculas
pré trombdticas e pré inflamatdrias, podendo vir a interferir na morfologia e concentracdo das
plaquetas como mostra 0 Quadro 2. (CARVALHO et al., 2001; SOARES et al., 2010).

Contrariando estudos prévios da literatura, ndo ha uma correlacdo negativa entre a idade
do paciente e a eficacia do plasma rico em plaguetas, reiterando a afirmativa de que idosos, a
partir dos 60 anos, ndo poderiam produzir um concentrado plaquetério com efeitos terapéuticos
significativos (NIEMANN et al., 2023). Assim como ¢ possivel observar diferencas entre o
género masculino e feminino a partir das concentracdes de plaquetas que sdo encontradas em
nivel basal em adultos saudaveis, essas diferencas ndo sdo significativas quando o PRP é
produzido (KARADAG SARI, 2022).

Individuos que sdo etilistas normalmente apresentam trombocitopenia, ou seja, possuem
namero reduzido de plaquetas no sangue, essa condicdo devido ao aumento do sequestro
esplénico, producdo inapropriada dos trombdcitos pela medula 6ssea e diminuicdo da sobrevida
das plaquetas em circulacdo sanguinea por conta do efeito toxico direto que o alcool promove
na medula 6ssea, o qual é capaz de inibir o crescimento de col6nias formadoras de
megacariécitos (precursores das plaquetas) e a diminuicao dos niveis séricos da trombopoietina,
0 hormdnio glicoprotéico produzido pelo figado e rins que regula a producéo das plaquetas pela
medula Ossea, estimulando a producdo e a diferenciacdo dos megacariocitos (COSTA;
RIBEIRO; COSTA, 2007). Os tabagistas apresentam alteracdes no balanco vascular
propiciando a formacdo de trombos e exibem a formacdo de uma substancia chamada
tromboxano A2 com propriedade vasoconstritora e pro-agregante nas plaquetas, alterando a
funcdo saudavel de agregacdo da mesma, muito influenciada também pela grande disfuncéao
endotelial que a nicotina promove, alterando a biodisponibilidade do 6xido nitrico pelas células
endoteliais, ocasionando a adesdo de mondcitos e expressdo de fatores inflamatorios,
contribuindo assim para a perpetuacdo dessa disfuncdo endotelial. Além disso, a pratica do
tabagismo provoca no individuo um estado de hipercoagulabilidade associado a eminente
ativacdo de plaquetas devido ao aumento dos niveis circulantes de fibrinogénio e eritrocitos, os
quais estdo expostos a niveis elevados de monoxido de carbono e provoca aumento da
concentragcdo de neutrofilos circulantes, os quais promovem liberacdo de radicais livres de
oxigénio, proteases e leucotrienos que irdo influenciar de forma contraditéria na agregacéao e
ativacdo das plaquetas (PETITTI; KIPP, 1986).

Os anti-inflamatdrios nédo esteroides sdo medicamentos de primeira linha para inibir o

processo inflamatorio em doencas reumaticas e nao-reumaticas e atuam na inibicéo da sintese
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de prostaglandinas através da influéncia nas vias de sinalizac&o das ciclooxigenases (COX) 1 e
2. Essas moléculas sdo enzimas essenciais para a sintese de prostaglandinas a partir do acido
aracdonico liberado pelas fosfolipases A2 da membrana celular, as quais sintetizam as
prostaglandinas, sendo mediadores da inflamacéo e atuantes na agregacéo plaquetaria saudavel.
As plaquetas, que contém apenas a COX-1, a qual produz tromboxano A2 é responsavel pela
agregacdo plaquetaria e vasoconstricdo e 0 uso expressivo desses farmacos reduz os niveis
dessa substancia e inibem o processo de agregacgéo das plaquetas, todavia, medicamentos como
diclofenaco e ibuprofeno exercem atividade antiplaquetaria relativamente fraca
(SILVERSTEIN et al., 2000); ja a COX-2 promove a secre¢do da substancia prostaciclina nas
células endoteliais, a qual exibe atividade antiplaquetaria. E importante frisar que, 0
desequilibrio na hemostasia proposto por esses farmacos, a medida que reduz a susbstancia pré
agregante plaquetaria tromboxano A2 e aumenta a substancia antiagregante prostaglandina,
levando a reducdo da funcéo e adesividade das plaguetas, e a um maior tempo de sangramento,
ocorre durante o ciclo de 10 dias de vida das plaquetas, se o tratamento interrompido, havera
possibilidade desses mediadores retornarem as suas fun¢des normais (ONG et al., 2007).

Os disturbios musculoesqueléticos compreendem condi¢cBes que afetam 0ssos,
articulagBes, musculos e tecidos conjuntivos e sua fisiopatologia é baseada na interconexao
entre forca mecanica e mediadores celulares, onde as alteragdes decorrentes da les&o irdo afetar
os tecidos e Orgaos adjacentes, alteracBes essas que eventualmente levam a dor ou desconforto,
perda da funcdo motora ou sensorial e, ainda, comportamentos doentios, depressdo ou
ansiedade. (WHO, 2022). A presenca de patologias de cunho inflamatorio e degenerativo, que
exibem uma inflamac&o excessiva e cronica como a artrite reumatéide, fibromialgia e a propria
osteoartrite, no individuo predisposto a producdo do plasma rico em plaquetas, sera observado
esse perfil imunologico de células pro inflamat6rias no concentrado produzido, a partir do
momento em que as plaquetas presentes irdo apresentar mediadores pro inflamatdrios
maioritariamente, e essa cComposicao torna-se ndo atrativa para o objetivo que € a reestruturagédo
do tecido, quando citocinas como IL-6 e IL-1beta e 0 TNF, protagonistas da inflamacéo, irdo
intensificar esse estado inflamatorio ja existente ou continuar a manté-lo em um nivel baixo,
porém cronico, indo de encontro com o que se espera ao utilizar o PRP, onde tém-se a finalidade
de fazer uso de suas propriedades anti inflamatorias (GOMES et al., 2021; LI; CHEN, 2019).
Essas condigdes possuem uma fisiopatologia mediada por fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas ativadoras de elementos celulares inflamatérios que se estendem sobre todo o

tecido lesionado e impedem o estabelecimento da homeostasia.
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As vantagens do uso do PRP para a reestruturacdo do tecido lesionado se concentram
nas propriedades anti-inflamatérias exibidas pelos mediadores celulares que compdem o
ortobioldgico, os quais sdo liberados na lesdo tecidual pelas plaquetas e, esta intimamente
correlacionado com a concentracdo das mesmas dentro do bioproduto para atingir tal efeito.
Portanto, ao ser determinado a producdo do biomaterial, é preciso dar importancia e levar em
consideracao os aspectos clinicos do estado de saude do paciente, observando e analisando as
variaveis retratadas, ja que esse perfil imunolégico do paciente sera exposto também no
concentrado de plaquetas produzido e isso interferird na qualidade terapéutica e no processo de

recuperagédo almejado.
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8. CONCLUSAO

A regeneracdo tecidual para restaurar o tecido danificado a sua forma saudavel é uma
meta desejavel, porém dificil de alcancar. No entanto, a combinagdo de scaffolds e
ortobioldgicos como o plasma rico em plaguetas € uma estratégia promissora, a partir do
momento que se tém uma estrutura solidificada e especifica que suporta e carrega mediadores
celulares importantes para as vias de sinalizacdo de células que promovem a angiogénese,
secrecdo de precursores celulares e secrecdo de moléculas que apoiam a adesdo e sobrevida
daquelas reconstrutoras do tecido. Frente aos resultados expostos e discutidos, o presente estudo
aborda o processo de construcdo do bioproduto plasma rico em plaquetas, um concentrado
terapéutico emergente para lesdes degenerativas e inflamatorias, e traz reflex&o sobre possiveis
variaveis clinicas que afetam a concentracao plaquetaria do biomaterial, e que venham a reduzir
0 numero desses mediadores, influenciando na qualidade do tratamento. Trata-se de um estudo
atual que explora o perfil imunoldgico do paciente e 0 associa com o desenvolvimento do
plasma rico em plaquetas, trazendo literatura para uma A&rea promissora que € 0
desenvolvimento de biomateriais com fins de regeneracdo de tecido, focando em lesdes

inflamatdrias e degenerativas.
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10. ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Para ser entregue e esclarecido ao participante ANTES da coleta de sangue.

Projeto: “Variaveis clinicas que interferem na concentracéo plaquetaria do plasma rico

em plaquetas (PRP)”

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL LEGAL

Nome do Participante da pesquisa:

Documento de Identidade:

Data Nascimento:

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:

CEP: Telefone:

DECLARACAO DO INVESTIGADOR

Por favor, leia o formulario cuidadosamente. Vocé pode fazer perguntas sobre o propdsito da
pesquisa, 0s possiveis riscos e beneficios, seus direitos como um voluntario, e qualquer coisa
a mais sobre a pesquisa ou este formulario que ndo estiver claro. Quando ndés tivermos

respondido todas as suas perguntas, vocé pode decidir se vocé quer participar ou ndo.

PROPOSITO E BENEFICIOS

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar de uma pesquisa realizada
pelo Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos, que busca entender
caracteristicas da doenca osteoartrite a nivel celular. O motivo que nos leva a estudar é a

busca de uma melhor compreensao desta doenca e busca de novos tratamentos.
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Com a sua autorizacgao, nos coletaremos 25 mL (aproximadamente 1 copo pequeno de café),
de sangue de uma veia do seu braco. O sangue possui células chamadas plaquetas que
ajudam a diminuir o estado de inflamacédo. Elas ajudam liberando fatores de crescimento e
citocinas, que agem nesse processo de inflamacdo. Com isso, 0 sangue sera processado

dando resultado a uma amostra com plaquetas.

METODO DE COLETA DO SANGUE PERIFERICO: A coleta de sangue sera realizada
imediatamente ao seu consentimento. Nao havera necessidade de deslocamento, gasto de
tempo, transporte ou alimentagdo. A limpeza do local da coleta sera feita com algodao
umedecido em &lcool ou alcool iodado e sera coletado, preferencialmente com o auxilio de

um sistema a vacuo em tubos o total de 25 mL de sangue.

ARMAZENAMENTO E PROCESSAMENTO DO SANGUE COLETADO: Apos coleta, o

sangue sera cuidadosamente transportado para o Nucleo de Pdés-graduagédo do Aparelho
Locomotor (NUPSAL) e processado para o concentrado de plaquetas. Esse concentrado sera
armazenado no Biorrepositério do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, situado no
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), mas ao final ser@o descartadas. A suas amostras serao
utilizadas apenas nos procedimentos previstos neste projeto de pesquisa e nao serdo
reaproveitadas futuramente. A qualquer momento vocé podera retirar o consentimento de uso

e solicitar que suas amostras sejam descartadas.

RISCOS E COMPLICACOES DA COLETA: Acoleta de sangue é um procedimento que existe
um risco minimo para vocé. Como cautela, a nossa equipe de coleta foi bem treinada para
minimizar os provaveis riscos e as complicacdes decorrentes. No entanto, existe a
possibilidade de inflamacado da veia local, formacdo de um coagulo ou de uma pequena area
de vermelhiddo (hematoma), com saliéncia na pele e possivel dolorido na regido onde foi feita
a colheita do sangue. Caso alguma complicacado seja identificada durante a puncao, a colheita

sera imediatamente interrompida e em seguida, sera realizada

uma compresséo local durante pelo menos dois minutos. A puncdo em uma outra regiao
adequada sera realizada mediante autorizaco. E indicado o uso de compressas mornas ou

frias para auxiliar na atenuacéo da dor local.

INTERRUPCAO DO ESTUDO: Vocé é livre para se recusar a participar ou retirar seu termo
de consentimento a qualquer momento ou por decisdo da equipe médico-cientifica. Vocé

também poderd anular este consentimento, mesmo apds té-lo assinado, apods a coleta.
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CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR EVENTUAIS
DANOS: Para participar deste estudo o(a) Sr.(a) ndo ter& nenhum custo, nem recebera
gualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso seja identificado e comprovado danos
provenientes desta pesquisa, o (a) Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacao.

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma
compensacao financeira adicional. O(A) Sr.(a) ndo sera cobrado(a) pela coleta e andlise do
material cedido. No caso do (a) Sr. (a) sofrer algum dano decorrente dessa pesquisa, vocé
recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for necessério em
caso de danos decorrentes da pesquisa, e ressarcimento integral das despesas quando
houver necessidade.

BENEFICIOS EM PARTICIPAR DO ESTUDO: N&o héa beneficios clinicos para vocé deste
projeto cientifico. Ressaltamos que, uma vez feita o consentimento, o material colhido
PODERA SER REIVINDICADO FUTURAMENTE PARA USO PROPRIO OU PARA USO DE
ALGUM MEMBRO DA FAMILIA. O prazo de armazenamento de material biolégico humano
no Biorrepositério-Lablmuno serd de acordo com o cronograma da pesquisa, sendo que o
prazo maximo é de 10 anos. Nao estara disponivel nenhuma compensacao financeira pela

sua participagao.

CONFIDENCIALIDADE: O Sr.(a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto
gue desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na
forma em que é atendido pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes

profissionais de sigilo. Seu médico ird tratar da sua identidade com

padrdes profissionais de sigilo. Seu prontuario vai permanecer confidencial. Apenas a equipe
do Estudo e a equipe assistencial terdo acesso a ele. Possivel publicacao cientifica resultante

deste estudo n&o o (a) identificara, de modo algum, como participante.

Caso o(a) Sr.(a) tenha alguma duvida ou necessite de qualquer esclarecimento ou ainda
deseje retirar-se da pesquisa, por favor, entre em contato com o pesquisador abaixo a

gualquer tempo.

Pesquisador responsavel Professor Dr. Gildasio Daltro no telefone (71) 3283-8136, e-mail:
nupsal.ortol@gmail.com ou o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos - CEP/HUPES - UFBA situado na Rua Dr. Augusto Viana, s/n -
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Canela, 40110-060 - Salvador, BA, no telefone (71) 3283-8043, e-mail:
cep.hupes@ebserh.gov.br . Horario de funcionamento: segunda a sexta, das 8h as 12h30.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos - CEP/HUPES - UFBA, que tem por finalidade avaliar e
acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, direta ou

indiretamente.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo quando finalizada. Seu nome ou o
material que indique sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permissédo. O(a) Sr.(a) ndo
sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar. Este termo de consentimento
encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador
responsavel, no Nucleo de Pos-graduacdo do Aparelho Locomotor (NUPSAL) - HUPES, e a
outra sera fornecida o(a) Sr.(a). Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo
arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de cinco (5) anos, e apés esse
tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrbes
profissionais de sigilo, atendendo a legislagéo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho

Nacional de Saude), utilizando as informag6es somente para os fins académicos e cientificos.
CONSENTIMENTO: O Sr.(a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é

voluntéria e a recusa em participar ndo

acarretara qualquer penalidade ou modificacao na forma em que é atendido pelo pesquisador,

gue tratara a sua identidade com padr&es profissionais de sigilo.

Nestes termos, eu abaixo assinado

I entendi e concordo em fornecer 25 mL de sangue venoso.

I entendi e ndo concordo em fornecer meu sangue.

Eu, , portador do documento de

Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Variaveis

clinicas que interferem na concentragao plaquetaria do plasma rico em plaquetas (PRP)”, de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei

solicitar novas informac¢des e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.
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Declaro que concordo em patrticipar. Recebi uma via deste termo de consentimento livre e

esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Salvador, de de 20 .
Nome completo (participante da pesquisa) Data
Nome completo (pesquisador responsavel) Data
Nome completo (testemunha) Data

Em caso de minha desisténcia em permanecer na pesquisa, autorizo que os meus dados ja
coletados referentes a resultados de exames, questionarios respondidos e similares ainda

sejam utilizados na pesquisa, com 0s mesmos propoésitos ja apresentados neste TCLE.

Nome completo (participante da pesquisa) Data
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ANEXO B
Ficha de Anamnese
Sigla: Cadigo: Data de Nascimento: / / -
Idade: Género: ( )F ( )M Telefone: -
Local de Atendimento: Registro: Data:

1. Estuda: ( )Sim ( )N&o
Nivel de escolaridade:

NUmero de irmé&os:

2
3
4. Cor da pele: Raca autodeclarante:
5

NiUmero de eletrodomésticos: NiUmero veiculos:

6 Idade primeira menstruacéo:

7 Ja engravidou?( )Sim ( )N&o

8. Estd gravida? ( )Sim ( )Né&o

9 Usa anticoncepcional?( )Sim ( )Nao

10.  Menstruacdo é regular?( )Sim ( )N&o

11.  Fumo: ( )Sim ( )N&o Se SIM, qual tipo: N°cig./dia:____ Por
quanto tempo:__

12.  Alcool: ( )Sim ( )Ndo Se SIM, qual tipo: Por quanto
tempo:__

13.  Outrasdrogas: ( )Sim ( )Ndo Se SIM, qual tipo: Por quanto
tempo:_

14.  Pratica exercicio fisico: ( )Sim ( )Nado Se SIM, qual tipo:

Frequéncia:

15.  Ocupagédo atual: Tempo de atividade:
16.  Trabalha com algum tipo de substancia quimica? ( ) SIM ( )NAO
Qual:_

17. Vocé manipula diretamente esta substancia? ( ) SIM ( ) NAO
Frequéncia:

18.  Ocupacgdo anterior: Tempo de atividade:
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19.  Anemia: ( )Sim ( )Nao Qual:
20.  Possui alguma hemoglobinopatia? ( )SIM ( ) NAO Qual?
21.  Familiares com alguma hemoglobinopatia? (  )SIM ( ) NAO Quem?

Qual?
22.  Eletroforese de Hemoglobina: ()AA ()SS ( )SC( )AS ( )sB+ ()SBO
()SD

23.  Jaesteve internado?( )Sim ( )Ndo  Se SIM, quantas vezes?

24.  Qual especialidade da internagdo? ( )Cardiologia ( )Oftalmologia ( )Neurologia
( )Infectologia

( )Pneumologia ( )Cirurgia ( )Angiologia ( ) Nefrologia ( )Clinicada Dor ( )Outra
Qual?

25.  Jateve pneumonia?( )Sim ( )Nd  Se SIM, quantas vezes?
26.  Sesim, teve Febre? ( )Sim ( )Nao

27.  Tevegripeouresfriado?( )Sim ( )Ndo Qual a dltima vez?

28.  Quando internado, usou medicacdo?( )Sim ( )Nao Se
SIM,qual(is)?

29.  Teve ou tem esplenomegalia(aumento do bago)?( )Sim ( )Néo Em que
periodo?

30. Removeu o baco?( )Sim ( )Nao Quando:

Medicacéo:

31.  Faz uso profilatico de Penicilina?( )Sim ( )Ndo  Se SIM, qual?( )Penicilina V

oral ( )Penicilina benzatina Quando?

32. Usa medicacdo para dor?( )Sim ( )Nao Se SIM,
qual(is)?

33. Faz uso de alguma medicacdo?(  )Sim ( )Naéo Se SIM,
qual(is)?

34.  Se SIM, com que frequéncia?( ) Diario () Dias alternados (  )Semanal (
)Quinzenal( )Mensal( )Bimestral ( )Semestral

35.  Vocétemasma?() SIM () NAO quantas crise nos Gltimos 06 meses ?

36.  Faz consultas periddicas com oftalmologista?( )Sim ( )N&o

37.  Fez uso de alguma medicacdo nos os olhos?(  )Sim ( )Né&o Se SIM,

qual(is)?

38.  Possui histdrico de infecgdes?( )Sim ( )N&o
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39. SeSIM, qual(is): ( )Rinite ( )Sinusite ( )Otite ( )Faringite ( )Amigdalite
( )Outros

40.  Insuficiéncia respiratoria: ( )Sim ( )N&o Se SIM, quantas vezes?
Asma:_

41.  Alteragdes ésseas: ( )Sim ( )Né&o Se SIM,
qual(is)?

42.  Tem problemas nos rins?( )Sim ( )N&o
43.  Se sim, faz dialise: (  )Sim (  )Nao Se SIM, com que

frequéncia:

44.  Possui problemas de coracao: ( )Sim ( )N&@o( )Nunca Se SIM,

qual(is)?

45.  Idade do diagndstico da alteracéo cardiaca?

46.  Disturbio do sono? ( )Sim ( )Nao

47. Jafezcirurgia: ( )Sim ( )Ndo  Se SIM, qual(is)? Fez

transplante?

48.  Completou o calendério vacinal?( )Sim ( )Néo
49.  Possui outra patologia? ( )Sim ( )Né&o Qual(is):
50. SeSIM, quais: ( )Hipotensdo ( )Hipertensdo ( )Diabetes ( )Obesidade ( )Outras
Qual(is):__

51.  Patologiaviral:  ( )Herpes ( )HIV ( )HTLV ( )Hepatite

52.  Doencaautoimune: ( )Sim ( )Né&o Qual(is):

53.  Doenca parasitaria: ( )Maléria ( )Leishmaniose ( )Outra:

54.  Doengcas inflamatorias:  Artrite reumatoide  Colite ulcerativa  Doenca de Crhon

Febre reumatica

55.  Alergias: ( )Sim ( )Nao Se SIM,
qual(is)?

56.  Epilepsia: ( )Sim ( )Nao Se SIM, N° crises?
Medicacéo:

57.  Neoplasia: ( )Sim ( )Nao Se SIM,
qual(is)?

58.  Tuberculose: ( )Sim ( )Nao Quando:

Medicacéo:

59.  Radioterapia: ( )Sim ( )Né&o Quando:

Medicacéo:
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60.  Hipertireoidismo: ( )Sim ( )Ndao Medicacéo:

61.  Hipotireoidismo: ( )Sim ( )Ndo Medicagéo:

62.  Fez uso destes medicamentos ha pelo menos um més/ano. Se sim qual a idade de inicio
e qual a duracdo do uso?( )Fenilbutazona( )Corticéide( )Indometacina( )Cloranfenicol(
)Imunossupressor  ( )Amoxicilina ( )Metronidazol( )Hormonios

63. Ja teve acidente vascular cerebral? ( ) SIM () NAO quantas vezes ?

_Medicacéo:




