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RESUMO

As doencas osteoarticulares sdo um dos maiores problemas de saude publica
em todo o mundo. Dentre elas, a artrose do joelho e as lesdes tendineas do ombro,
sdo muito frequentes. As injegdes intra-articulares de corticoides s&o utilizadas ha
muitos anos, no entanto apresenta falta de eficiéncia clinica duradoura e pode
prejudicar a estrutura tecidual da articulagdo. O uso do Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) apresenta resultados promissores dentro da medicina regenerativa articular,
embora, no Brasil, ainda seja considerado de uso experimental, devido a falta de
padronizacdo do seu processamento. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do
uso do PRP no tratamento da osteoartrite do joelho e da sindrome do impacto do
manguito rotador, além de desenvolver um dispositivo novo para produzir PRP. Para
tanto, foram realizados dois estudos clinicos randomizados controlados com o
seguimento de 180 dias de 50 pacientes em cada um dos ensaios. No primeiro, 0s
pacientes com artrose de joelhos foram divididos em 02 grupos de tratamento (PRP
pobre em leucocitos versus triancinolona). No segundo, foi comparado o tratamento
da tendinopatia do ombro com PRP e betametasona. Os pacientes com artrose de
joelhos tratado com injegao de PRP apresentaram redu¢gdo média de 41,14 pontos no
WOMAC Score e aumento de 32,92 pontos no Knee Society Score (KSS) apds 180
dias do tratamento. Os tratados com triancinolona, a redugdo do WOMAC foi de 16,57
pontos e o aumento do KSS foi de 16,96 pontos (p<0,001). Os pacientes com
tendinopatia do ombro submetidos ao tratamento tanto com PRP, quanto com
betametasona apresentaram melhoras significativas e semelhantes entre si, durante
os 180 dias de observagao com as escalas DASH e UCLA. Entretanto, ao avaliar estes
pacientes com o Constant Shoulder Score, apenas aqueles tratados com PRP
obtiveram melhora significativa (17 pontos) apos os 180 dias passados da injecao.
Desta forma, ficou demonstrado aqui que o tratamento com PRP da artrose de joelho
e da tendinopatia do manguito rotador € eficaz durante os 180 dias iniciais. Além dos
dois estudos clinicos, foi apresentada a reinvindicagdo de patente de um dispositivo
para produzir o PRP, cujo custo de produgdo sera inferior ao prego dos outros
dispositivos disponiveis no mercado brasileiro.

Palavras-chave: Plasma Rico em Plaquetas, ensaio clinico, sistema musculo
esquelético, terapia regenerativa
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ABSTRACT

Osteoarticular diseases are one of the biggest public health problems in the
world. Among them, knee arthrosis and shoulder tendon injuries are very common.
Intra-articular injections of corticosteroids have been used for many years, but they
lack lasting clinical efficiency and may impair the tissue structure of the joint. The use
of Platelet Rich Plasma (PRP) has promising results within joint regenerative medicine,
although, in Brazil, it is still considered experimental use due to the lack of
standardization of its processing. This study aimed to analyze the effect of using PRP
in the treatment of knee osteoarthritis and rotator cuff impingement syndrome and to
develop a new device to produce PRP. To this end, two randomized controlled clinical
trials with 180 days follow-up of 50 patients in each trial were performed. In the first,
the patients with knee arthrosis were divided into 02 treatment groups (leukocyte-poor
PRP versus triamcinolone). In the second, the treatment of shoulder tendinopathy with
PRP and betamethasone was compared. Patients with knee arthrosis treated with PRP
injection had an average reduction of 41.14 points in the WOMAC Score and an
increase of 32.92 points in the Knee Society Score (KSS) after 180 days of treatment.
When treated with triamcinolone, WOMAC reduction was 16.57 points, and KSS
increase was 16.96 points (p <0.001). Patients with shoulder tendinopathy undergoing
treatment with both PRP and betamethasone showed significant and similar
improvements during the 180 days of observation with the DASH and UCLA scales.
However, when evaluating these patients with the Constant Shoulder Score, only those
treated with PRP achieved significant improvement (17 points) after the past 180 days
of injection. Thus, it has been shown here that PRP treatment of knee arthrosis and
rotator cuff tendinopathy is effective during the initial 180 days. In addition to the two
clinical studies, topic was presented for patenting a device to produce PRP, that
production cost will be lower than the price of other devices available in the Brazilian
market.

Keywords: Platelets-Rich Plasm, Clinical Trial, Musculoskeletal System, Cells-Based
Therapy
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1 INTRODUGAO

As doencgas osteoarticulares como artrose do joelho e lesdes tendineas do
ombro s&do um dos maiores problemas de saude publica em todo o mundo, causando
dor e incapacidade fisica (BENNELL; HUNTER; PATERSON, 2017). O tratamento
destas doengas tem como objetivo reduzir as dores e melhorar a amplitude de
movimento, restaurando assim, a funcdo articular e a qualidade de vida dos
pacientes (GREENBERG, 2014).

Diversas formas de tratamento para as doengas cronico-degenerativas
articulares tém sido descritas. A maioria dos casos € tratada de forma n&o-cirurgica,
com o uso de drogas anti-inflamatorias n&o-esteroidais (AINEs), fisioterapia e
diferentes tipos de inje¢des, incluindo o mais antigo, corticoideS e os mais recentes,
plasma rico em plaquetas (PRP), células-tronco e proloterapia (LIN; WANG; DINES,
2018).

A terapia com injegéo de corticoides sempre foi a de escolha e €, amplamente,
utilizada na ortopedia e na clinica geral. Tradicionalmente, tém sido o tratamento
basico em uma variedade de condi¢des do ombro (KOESTER et al., 2007) e do
joelho (COSTA; HARI; JUNI, 2016). As complicagdes e a baixa eficacia deste farmaco
sdo reportadas, apesar do seu uso amplo. Existem, também, relatos de rupturas
tendineas apods injegcbes locais unicas de corticosteroides ou apods repetidas
aplicagdes (KLEINMAN; GROSS, 1983; NOYES; NUSSBAUM; TORVIK,
1975). Outras complicagdes n&o infecciosas também sao relatadas, incluindo atrofia
de nervos e pele, calcificacdo distréfica ao redor da capsula articular e
hipopigmentagao da pele proximo ao local da infiltragéo, inibicdo do eixo hipotalamo
hipofisario por uma a duas semanas apds a aplicagdo, e aumento da glicemia no
sangue periférico, que ocorre nos primeiros quatro dias da aplicagédo (ROBERT JR.,
2017). Outro aspecto questionavel do uso do corticoide é a duragao do seu efeito, que
diminui com o passar do tempo e ndo dura mais que 6 meses na maioria das
vezes (COSTA; HARI; JUNI, 2016). Por isso ha necessidade de se desenvolver
tratamentos alternativos ao classico corticoide.

O PRP é definido como um plasma com concentragdes maiores de plaquetas
em relacdo ao sangue total (FITZPATRICK et al., 2017). Ele contém substancias
bioativas, que agindo de forma sinérgica entre si, sdo capazes de acelerar o processo
de regeneracéo tecidual (ARAKI et al., 2012). Tornou-se uma opgao de tratamento

1



para as lesdes osteomusculares e seu uso € amplamente difundido em paises da
Europa e EUA. Os resultados clinicos apresentados tém sido melhores que outras
terapias injetaveis no tratamento de artrose do joelho (SHEN et al.,, 2017) e das
tendinopatias do ombro. Ao comparar com o uso de corticoides, o PRP tem mostrado
resultados mais positivos, podendo ser considerado como uma boa alternativa para o
tratamento de doencas osteoarticulares, especialmente em pacientes com
contraindicacdo a administracado dos esteroides.

Nos EUA, o uso terapéutico do PRP em humanos esta autorizado pelo Food
and Drug Administration (FDA) (BEITZEL et al., 2014). Na Europa, a Agencia
Espariola De Medicamentos Y Productos Sanitarios (AEMPS) (ESPANHA, 2013),
classifica o PRP como um produto biolégico autélogo para uso em humanos.
Diferentes destas regides, no Brasil, 0 uso n&o-transfusional do PRP, como produto
de terapia avancada para agravos da saude, ainda ndo esta regulamentado. O
Conselho Federal de Medicina (CFM), na sua Resolugdo 2.128/2015, considera o
PRP como procedimento experimental, s6 podendo ser utilizado em experimentacao
clinica dentro dos protocolos do sistema CEP/CONEP. Baseada nessa Resolugéo, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Nota Técnica 12/2015,
ratificou o uso experimental do PRP por considera-lo um produto sem utilidade
terapéutica comprovada e que necessita de mais evidéncia cientifica para seu uso
clinico.

Outro fator limitador da regulamentacédo do uso do PRP no Brasil € a falta de
padronizacgédo e controle de qualidade do processamento do sangue para este fim. Os
sistemas fechados de obtengcdo do PRP ajudam a mitigar esta limitagdo, no entanto
eles sdo todos importados e de custos elevados (AKHUNDOV et al., 2012; BOSWELL
et al., 2012).

Com o objetivo de contribuir para uma ampla utilizagdo do PRP no sistema de
saude brasileiro, sdo apresentados aqui ensaios clinicos mostrando sua eficiéncia no
tratamento de doencgas osteoarticulares, além de um protétipo de sistema fechado de
produ¢cdo do PRP, o qual poderia ser industrializado no Brasil a um custo mais

reduzido.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o efeito do uso do PRP pobre em leucécitos no tratamento das
doencas osteoarticulares e apresentar um protétipo de um novo dispositivo para
obtencédo de PRP

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficacia do uso de plasma rico em plaquetas na osteoartrite de
joelhos.
e Estudar a efetividade do PRP no tratamento da sindrome do manguito rotador.

e Desenvolver dispositivo para produzir o PRP.



CAPITULO | - REVISAO DA LITERATURA



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Definigao de plasma rico em plaquetas

O termo Plasma Rico em Plaquetas (PRP) refere-se a uma suspensao de
plasma que contém uma concentracdo de plaquetas de trés a cinco vezes maior que
o sangue total, segundo Gonshor (2002). Porém, FIORAVANTI et al. (2015) sugeriram
outra definicdo, o PRP é a porgdo do plasma autdlogo que possui concentracéo de
plaquetas maior que oito vezes o valor basal (150.000-400.000/uL).

Segundo o FDA, no seu Codigo de Regulagéo Federal Parte 21, o PRP define-
se como um produto preparado a partir da centrifugagcéo do sangue autologo, coletado

por pungao venosa unica e ininterrupta, obtendo-se uma concentracdo minima de

O que se observa na literatura mundial € uma falta de homogeneidade, entre
os diversos autores, quanto ao uso do termo PRP e quanto a propria definicado de
PRP. Essa falta de padronizacéao dificulta a comparacao de resultados entre diversos

estudos de obtencédo do PRP e a eficacia clinica do produto.

3.2 Tipos de PRP

Devido a grande variabilidade do conceito envolvendo a terminologia do PRP,
alguns autores (DELONG; RUSSELL; MAZZOCCA, 2012; DOHAN EHRENFEST;
RASMUSSON; ALBREKTSSON, 2009) identificaram caracteristicas comuns as
diversas técnicas de PRP disponiveis e conseguiram classificar os diferentes tipos de
PRP descritos.

Ehrenfest et al. (2009), classificaram os diferentes tipos de concentrados
plaquetarios em quatro categorias, dependendo do seu conteudo celular e da
arquitetura da fibrina. Usando um conjunto de parametros, identificaram e
classificaram quatro tipos principais de PRP: PRP puro (P-PRP), PRP rico em
leucdcitos (LR-PRP), PRF puro (P-PRF) e, finalmente, PRF rico em leucdcitos (L-PRF)
(Quadro 1). O PRGF (sigla em inglés para plasma rico em fatores de crescimento ou
preparagao rica em fatores de crescimento), um dos primeiros protocolos de
concentrado de plaquetas foi descrito em 1999 por Anitua (1999) &, na verdade, uma
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variagao do P-PRP, que devido ao método manual de preparo, pode-se encontrar
pequenas quantidades de leucdcitos juntos com as plaquetas. Outro tipo de variagéo
do P-PRP é o cPRP (plasma rico em concentrado de plaquetas autdlogas), descrito
por DUGRILLON et al. (2002) que utilizaram sistemas automatizados para atingir
niveis elevados de concentragdo de plaquetas (3,9 x 108 plaquetas / uL).

QUADRO 1 — LISTA DAS PRINCIPAIS VARIAGOES DE PRP

SIGLA PLAQUETAS |LEUCOCITOS FIBRINA
LP-PRP Rico Pobre Inativa
LR-PRP Rico Rico Inativa
P-PRP Rico Pobre Inativa
PPP Pobre Pobre Inativa
L-PRF Pobre Rico Ativada
P-PRF Pobre Pobre Ativada

Rico — concentragdo maior que a basal do sangue periférico;
Pobre — concentragdo menor que a basal
Fonte: préprio autor

Ao fazer um levantamento na literatura sobre os diversos tipos de
concentrados de plaquetas, percebe-se uma grande confusdo terminologica. Isso
ocorre, principalmente, porque nas publicacdes mais iniciais sobre as aplicacboes
clinicas do PRP, diferentes termos foram usados para o mesmo produto, da mesma
forma que diferentes produtos eram descritos sob a mesma nomenclatura (GAUDRIC
etal., 1995; WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997). Com a evolugado conhecimento nesta
area, os autores comegaram a identificar parametros, como exemplo, concentragao
de plaquetas, niveis de concentracéo de leucdcitos e tipo de ativagdo, que permitiam
diferenciar um determinado tipo de preparado de plaquetas de um outro. A partir de
entdo, passaram o analisar o efeito desses diferentes pardmetros nos resultados dos
seus estudos (CROSS et al., 2015; ZHOU et al., 2015).

Em 2012, DeLong et al. (DELONG; RUSSELL; MAZZOCCA, 2012),
conseguiram juntar os diferentes tipos de PRP, descritos na literatura, dentro de uma
mesma classificacdo. Esta foi denominada de Sistema de Classificagdo PAW (P =
quantidade de plaquetas; A = ativagédo das plaquetas; W = White Blood Cells). Este
sistema classificagdo conseguiu simplificar a complexa tipologia do PRP valorizando
mais o conteudo celular do preparado e menos a metodologia de obten¢&o do produto.



3.3 Sistema de Classificagcdo PAW

Este € um sistema alfanumérico baseado em toda a informacdo sobre os
diferentes tipos de preparados de plaquetas publicados antes de 2012 e os classifica
conforme 3 componentes: 1 — numero absoluto de plaquetas; 2 — maneira que as
plaquetas sdo ativadas; 3 — presenca ou auséncia de leucécitos. Cada componente
deste compde uma parte do codigo final que o PRP recebe ao ser classificado.

Na primeira parte a concentragao de plaquetas deve ser medida em plaquetas
por microlitro, comparada com o nivel basal de plaquetas no sangue periférico colhido
e categorizada de P1 a P4, sendo P1, menor ou igual aos niveis da linha de base; P2,
superior aos niveis basais até 750.000 plaquetas / pL; P3, maior que 750.000 a
1.250.000 plaquetas / pL; e P4, superior a 1.250.000 plaquetas / yL. Quando os
autores nao descrevem a concentragao de plaquetas em seus estudos, aqui recebem
a codificagdo NA (ndo se aplica).

Na segunda parte, o tipo de ativagao plaquetaria € avaliada e, quando ocorre
ativacdo exdgena (com formagao rapida de coagulo), o PRP recebe uma codificagéo
“X”, quando a ativagéo é endogena (sem adicao de fatores de coagulagédo externos),
o PRP néao recebe codificagdo nesta parte.

Na terceira parte € identificada a quantidade de leucdcitos e de neutrofilos,
sendo designado um “A” quando a quantidade de leucdcitos esta “Acima” dos niveis
basais e / ou quando ha formagao da camada leuco-plaquetaria (“buffy-coat”) durante
o processo de producao do PRP. Quando a quantidade de leucécito esta “aBaixo” dos
basais e / ou quando se utiliza sistemas por aférese, o PRP é designado com um “B”.
Segundo esta mesma linha de categorizagdo, a preparagdo de PRP recebe a
designagao “a” ou “B” se a quantidade de neutrofilos esta acima ou abaixo do basal,

respectivamente.



Desta forma, por exemplo, uma preparagao de PRP consistindo de 900.000
plaquetas / uL, com uma quantidade total de leucdcitos e neutréfilos acima dos niveis
de base e sem ativagdo exdgena das plaquetas, sera classificada como P3-Aa
(DELONG; RUSSELL; MAZZOCCA, 2012).

FIGURA 1 — SISTEMA “PAW” DE CLASSIFICACAO DE PRP

Sistema “PAW?” de Classificagdo de PRP

Plaquetas Ativacao : Leucdcitos (White Biood celis)

CONCENTRAGAO | METODO LEUCOCITOS NEUTROFILOS
(plaquetas/ul) | TOTAIS
| >basa- || >7s0.000- , Aci ix0 ou = i Baixo ou =
coms || VB imow SN | Aore | Buews || Ao S
‘ 1
P1 P2 | | P3 P4 1 A ‘ B a ‘ B

FONTE: adaptado de DELONG et al. (2012)

O sistema de classificacdo que melhora a capacidade de padronizar a
terminologia processual e a composi¢cédo do PRP, é a classificagdo MARSPILL (LANA
et al.,, 2017), onde as letras no nome designam a referéncia aos processos de
preparagao (por exemplo, M= manual ou processado de forma automatizada). O
Quadro 2 apresenta uma visao geral do sistema de classificacdo MARSPILL e é
incluido como um meio de permitir que o leitor reconheca a variacdo potencial na

preparagao e procedimentos do PRP (KOLBER et al., 2018).




QUADRO 2 - CLASSIFICACAO MARSPILL

Letra Relacionada Tipo
M Método Manual (H)
Automatizada (M)
A | Ativacao Ativada (A+)

Nao ativada (A-)
R | Hemacias (Red blood cells) Rico (RBC-R)
Pobre (RBC-P)

S Centrifugagéo (Spin) Uma centrifugagéo (Sp1)
Duas centrifugagoes (Sp2)
P Plaquetas (vezes o basal) PL 2-3x PL 4-6x

PL 6-8x PL 8-10x

I Imagem (guiada por imagem) | Guiada (G+)
Nao guiada (G-)

L Leucécitos (concentragao) Rico (Lc-R)
Pobre (Lc-P)
L Luz (ativagdo) Ativada (A+)

Nao ativada (A-)
FONTE: adaptada de BOSWELL (2012)

3.4 Componentes bioquimicos e bioativos do PRP

A terapia com PRP tem acumulado consideravel atengdo nas duas ultimas
décadas, principalmente devido a sua capacidade potencial em medicina regenerativa
(PIERCE et al., 1991), incluindo cirurgia buco-maxilo-facial (STAHLI; STRAUSS;
GRUBER, 2018), medicina esportiva (CHARLES; CHRISTIAN; COLE, 2018) e
medicina veterinaria (TAMBELLA et al., 2018).

O numero de substancias bioquimicas ativas e de componentes presentes
nos diversos tipos de PRP € enorme e com fungdes muito variadas. Resumidamente
no Quadro 3 e selecionadas por critério de relevancia para medicina regenerativa,
pode-se separar 03 grandes componentes do PRP, cada um com suas substancias

bioativas. Os componentes principais seriam as plaquetas, o plasma e os leucécitos.



QUADRO 3 - RESUMO DOS COMPONENTES CELULAR E MOLECULAR DO PRP
RELEVANTES PARA O TECIDO MUSCULOESQUELETICO

Componente
Plasma
Proteinas Albumina, globulinas, fibrinogénio, complemento e fatores de
coagulacao
Eletrdlitos Cloreto, sédio, potassio e calcio
Hormaonios IGF-1, estrégenos, progesterona, andrégenos, ACTH e HGH

Biomarcadores

COMP, CD11b, proteina C, microRNA, osteocalcina e
osteonectina

Plaquetas

Granulos alfa

Proteinas adesivas, fatores de coagulagao, PDGF, TGF-j,
VEGF, FGF, EGF e HGF

Corpos densos

Caélcio e neurotransmissores

Lisossomas

Enzimas lisossomais

Leucdcitos

Neutrdfilos

Granulos primarios

Mieloperoxidase, hidrolases acidas, defensinas e serina
proteases

Granulos secundarios

Colagenase, lactoferrina, catelicidina, fagocitinas bactericida e
lisozima

Granulos terciarios

Gelatinase e proteases

Monécitos

Fator Ativador de Plaquetas, TGF-3
VEGF, FGF e EGF

Eritrocitos

ATP, S-nitrosotidis, éxido nitrico, sulfeto de hidrogénio,
hemoglobina, e radicais livres

FONTE: adaptado de BOSWELL et al. (2012).

3.4.1 Plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos de megacariécitos em forma discoide,
anucleadas, que desempenham uma funcdo critica na hemostasia e em outros
aspectos da defesa do hospedeiro. Estes, sdo os principais componentes do PRP.
Contém mais de 1100 proteinas diferentes, com numerosas modificagdes pods-
translacionais, resultando em mais de 1500 fatores bioativos baseados em proteinas
(GASPARRO et al.,, 2018).

2018).
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Esses fatores incluem mensageiros do sistema
imunoldgico (ALl; WUESCHER; WORTH, 2015; MOOJEN et al., 2008), fatores de
crescimento, enzimas e seus inibidores e outros fatores que podem participar na
reparagdo de tecidos e na cicatrizacdo de feridas (CHICHARRO-ALCANTARA et al.,



Tanto moléculas enddégenas como exdgenas podem ativa-las, podendo
participar deste processo o colageno, fator ativador de plaquetas, serotonina, calcio,
magneésio, tromboxano A> (TXAz), adenosina difosfato (ADP) e trombina
(FITZPATRICK et al., 2017).

As plaquetas estao repletas de granulos de secregao, que sdo fundamentais
para a funcao plaquetaria de reparagéao e cicatrizagao tecidual. Trés tipos de grénulos
de secrecdo de plaquetas - granulos alfa, granulos densos e lisossomos estéo
presentes no interior citoplasmatico das plaquetas, contendo varias proteinas e
substancias bioativas (BOSWELL et al., 2012).

Os granulos alfa sdo os mais abundantes e contém moléculas bioativas como
proteinas adesivas (fibrinogénio e fator von Willebrand), fatores de coagulagao (V, XI,
XIII e protrombina), fatores fibrinoliticos (antitrombina, plasmina e plasminogénio),
integrinas (a2b, a6, B3), molécula de adeséo celular endotelial de plaquetas (PECAM)
e os fatores de crescimento (PDGF, TGF-1, VEGF, bFGF, HGF e EGF) (BLAIR;
FLAUMENHAFT, 2009). Existe uma variagdo individual na concentragao de fatores de
crescimento liberados de grénulos, mas o numero de plaquetas no PRP esta
positivamente correlacionado com a concentragdo destes fatores (ANITUA et al.,
2009). O PDGF é essencial para a proliferagdo celular, quimiotaxia, diferenciagéo
celular e angiogénese (SCHMIDT; CHEN; LYNCH, 2006). O aumento da proliferagéo
celular € uma das formas do PRP promover a cicatrizagcdo de tecidos. Chung et al.
(2009) comprovaram que o bloqueio de PDGF-BB em um modelo animal de dano na
placa de crescimento de roedores resultou na reducdo da quimiotaxia de células
mesenquimais, prejudicando as respostas condrogénicas, osteogénicas e
reparadoras teciduais.

Os granulos densos (delta) contém principalmente moléculas que estimulam
o processo de coagulagao, incluindo o calcio, ADP, ATP, serotonina e histamina
(MEHTA; TUCCI; BENGHUZZI, 2012). Os detalhes ainda n&o estdo totalmente
elucidados, mas sabe-se que a serotonina participa nos mecanismos de regulatérios
da massa éssea e que niveis elevados deste hormdnio ou neurotransmissor e pode
regular negativamente a densidade mineral 6ssea e aumentar o risco de fraturas
osteoporéticas do quadril e ndo-vertebrais. Além disso, sabe-se que existe uma via de
sinalizagao celular purinérgica, por meio de receptores P1 de ADP que regulam
negativamente do metabolismo da cartilagem (KRISTJANSDOTTIR et al., 2018).
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Os lisossomos (granulos lambda) s&o os terceiros granulos liberados pela
ativacdo das plaquetas. Contém enzimas necessarias no processo de degradacéo de
proteinas (proteases), lipidios (lipases) e carboidratos (glicosidases), mas também,
estdo envolvidos na remogdo dos detritos do tecido danificado, na remogéo dos
agentes infecciosos e no proprio processo de coagulagédo (MENG et al., 2015).

3.4.2 Plasma

O plasma € definido como o componente liquido do sangue de cor amarela
em que as células do sangue estdo suspensas. O plasma funciona ndo s6 como
veiculo do PRP, mas também como parte ativa, pois na sua composi¢cdo encontram-
se proteinas, eletrdlitos, horménios e outras substancias que participam no
mecanismo de acdo do PRP como moléculas de sinalizacido e de ativagcao de
plaquetas (ALVES; GRIMALT, 2018).

3.4.2.1 Proteinas

Aproximadamente 200 proteinas foram documentadas no plasma, incluindo
albumina, imunoglobulinas, complemento e fatores de coagulagdo. No entanto, como
o plasma transitoriamente contém muitas proteinas liberadas das células e de
processos metabdlicos por todo o corpo, a presenca de até 679 proteinas foi
documentada (SCHENK et al., 2008).

As proteinas plasmaticas envolvidas na hemostasia também interferem na
cicatrizacdo tecidual. Depois que o tampao de plaquetas ativadas fornece hemostasia
primaria no local da lesdo, as moléculas de adesao celular como fibronectina, fibrina
e vitronectina se movem do plasma para o coagulo, durante a sua maturagao. /n vitro,
essas proteinas demonstraram induzir a quimiotaxia de células-tronco multipotentes
através de uma membrana micro-porosa padrdo. Isso implica que essas moléculas
podem modular a migragao celular de fibroblastos, osteoblastos ou outras células
regeneradoras no reparo dos tecidos (THIBAULT; HOEMANN; BUSCHMANN, 2007).

3.4.2.2 Eletrolitos
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Os eletrdlitos presentes no plasma sédo rigidamente regulados por meio da
adenosina trifosfatases transmembrana para otimizar a fungdo celular e tecidual.
Cloreto (intervalo de referéncia, 340 a 370 mg / dL), sodio (31 a 35 mg / dL), potassio
(14 a 20 mg / dL) e calcio total (8,5 a 10,2 mg / dL) sdo os 4 eletrdlitos que s&o mais
abundantes (BOSWELL et al., 2012).

Cerca de metade do calcio circulante € ligado pela albumina e o calcio
ionizado pode ser medido independentemente (4,1 a 4,8 mg / dL). Além de funcionar
como um ativador plaquetario, os reservatoérios intracelulares mantém a homeostase
do célcio. E um importante mensageiro secundario nas células e é cofator de vérias
reacgoes extracelulares. Esta bem estabelecido que dentro da cascata da coagulacéo,
o calcio plasmatico &€ um co-fator para a formagao dos complexos tenase (fator X) e
protrombinase. Em relagao a reparacgao tecidual, a sinalizacao intracelular do calcio €
necessaria para a atividade contratii dos miofibroblastos in vitro (FOLLONIER
CASTELLA et al., 2010).

3.4.2.3 Hormobnios

Hormbnios como tiroxina, estradiol, horménio adrenocorticotrodfico,
androgenos, estrogenos, progesterona e horménio de crescimento humano circulam
no plasma (ASHCROFT et al., 1997).

Talvez o hormdnio mais relevante para o musculo-esquelético encontrado no
plasma seja o IGF-1. O IGF-1 mostrou melhorar a cicatrizagcdo em modelos de tendao
e cartilagem equinos (EMMERSON et al., 2012). A influéncia de outros horménios
presentes no PRP sobre as plaquetas ou o metabolismo musculoesquelético ndo é
totalmente conhecido. Em geral, os glicocorticoides fornecem protegao aos tecidos
diminuindo a produgcdo ou atividade de mediadores inflamatérios. A sintese
intracelular do fator de crescimento epidérmico € estimulada pela testosterona e
inibida pelos estrogénios. A agregacao plaquetaria induzida experimentalmente e a
liberacdo de TXA2 sao reduzidas pelo PRP com um nivel fisiologico de
diidrotestosterona.

Os estrogénios isoladamente nao parecem afetar a agregacéo plaquetaria no

PRP; entretanto, alguns estrogenos com ADP ou adrenalina aumentam
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sinergicamente a agregacéo plaquetaria (FARRE; MODREGO; ZAMORANO-LEON,
2013).

3.4.3 Leucodcitos

Os leucdcitos sao classificados como granulécitos (neutréfilos, eosindfilos e
basofilos) ou células mononucleares (linfécitos e mondcitos ou macrofagos). As
células fagociticas, como macrofagos, sao essenciais para o processo de cicatrizagéo
in vivo. Seu principal papel é fagocitar detritos, microbios e tecido necrético para limpar
a ferida e prevenir a infecgdo. Depois de completar estas fungdes durante a fase
inflamatdria inicial da cicatrizagao, os neutréfilos morrem por apoptose. Os monadcitos
sdo o segundo tipo de leucdcitos recrutados para o local da ferida, onde eles
amadurecem para se tornarem macrofagos. Os macrofagos fagocitam os neutrofilos
mortos e desbridam ainda mais a ferida. O desbridamento da ferida € critico para a
cicatrizacdo normal da ferida. Juntamente com os neutrofilos e plaquetas, os
macréfagos também previnem infecgdes ao eliminar micro-organismos (DAVIS et al.,
2014).

A presenca de leucdcitos pode resultar em sinalizagao celular pro-inflamatéria
e catabolismo tecidual local. Os efeitos terapéuticos do PRP na regeneracdo da
cartilagem podem ser aumentados pela remogéo de leucdcitos para evitar a via de
ativacao celular do NF-kB. Assim, o PRP sem leucdcitos concentrados pode ser mais
adequado para o tratamento de lesbes da cartilagem articular (XU et al., 2017). Os
leucdcitos podem ter uma correlagdo negativa com a sintese da matriz e uma
correlagdo positiva com o catabolismo da matriz nos tenddes. Portanto, uma maior
concentragcdo de leucdcitos € provavelmente indesejavel para aplicagdes
musculoesqueléticas associadas a cicatrizacdo de tenddes, mas pode ser mais
relevante para outros usos, como a cicatrizacdo de lesbes dérmicas grandes e
infectadas (CROSS et al., 2015; MALAVOLTA et al., 2014a).

Da mesma forma que as plaquetas, os macréfagos e os outros leucocitos
secretam muitos fatores de crescimento importantes na cicatrizacéo, incluindo TGF-
B1, PDGF, fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF), fator de crescimento epidérmico, TGF-a e fator basico de crescimento
de fibroblastos ( bFGF) (GANAPATHY et al., 2012). Um estudo comparou os niveis
de PDGF-AB, PDGF-BB e TGF-31, VEGF em amostras de PRP que eram ricas em
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leucocitos ou pobres em leucécitos. A presenga de leucdcitos resultou em niveis
absolutos médios significativamente mais elevados de PDGF-AB e PDGF-BB em
comparagao com PRP pobre em leucdcitos. Para o TGF-B1, concentragdes mais altas
foram detectadas para o leucocito contendo PRP quando seus niveis estavam
relacionados a concentracdo de plaquetas (KOBAYASHI et al.,, 2016). As
concentracdes de plaquetas ou mondcitos possuem correlagdo com os niveis de fator
de crescimento. Estes dados sugerem que o PRP rico em leucdcitos poderia aumentar
a disponibilidade do fator de crescimento para tecidos lesionados em comparagao
com os méetodos pobres em leucécitos.

Além dos fatores de crescimento, os leucocitos liberam muitas proteinases,
como serino-proteases e metaloproteinases (MMP), que tem papel fundamental na
cicatrizacado de feridas. As serino-proteases tem multiplos papéis, incluindo ativagao
de plaquetas e linfocitos, atividades antimicrobianas, ativacdo e inativacdo de
citocinas, e formacdo do tampao fibrina-plaqueta. As proteinases leucocitarias
contribuem para a migracdo dos leucécitos polimorfonucleares e modulam as
respostas inflamatérias. As proteinases controlam a resposta inflamatoria desativando
as células inflamatérias para limitar a lesdo dos tecidos circundantes durante a
cicatrizagéo de feridas (CALEY; MARTINS; O'TOOLE, 2015). Outro papel importante
das proteinases derivadas de leucdcitos € degradar a matriz provisoria (fibrina-
coagulo de plaquetas) e remodelar a matriz extracelular na cicatrizagdo normal. A
degradagcdo e remodelagdo da matriz por proteases, especialmente MMPs, é
importante para muitos processos na cicatrizagdo de feridas, como migragdo de
leucdcitos, angiogénese, reepitelizacdo e remodelagdo tecidual (DEMIDOVA-RICE;
HAMBLIN; HERMAN, 2012). Um papel crucial das proteinases € controlar a atividade
dos fatores de crescimento, como TGF-, PDGF e bFGF. O TGF-(3 € liberado em uma
forma inativa (latente) e as proteinases o convertem em sua forma ativa. Além disso,
o TGF-3 e o bFGF s&o armazenados ligados a matriz extracelular, e a degradagéo da
matriz libera esses fatores de crescimento para que possam agir sobre os tecidos
lesionados (BRANDL et al., 2010).

Como o PRP contém todos os componentes do sangue total, a presenga dos
leucdcitos no local da ferida, induz a fagocitose de detritos, tecido necrético e micro-
organismos. Geralmente, as propriedades funcionais do PRP baseiam-se
principalmente na sintese e secre¢cao desses multiplos fatores que sao liberados apds
a ativagao plaquetaria (PAVLOVIC et al., 2016).
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3.5 O processo natural de cicatrizacdo em lesdes dos tecidos moles

As lesbes agudas relacionadas ao esporte surgem a partir de um evento
traumatico unico (macro-trauma), como contusdo muscular ou entorse / lesdo do
ligamento. As lesdes crbnicas dos tecidos moles, geralmente, resultam do estresse
mecanico repetitivo (micro-trauma) ou uso excessivo, seguido por inflamagéo e levam
tempo para se desenvolver, como no caso de tendinopatias (por exemplo,
tendinopatia do manguito rotador e tendinopatia de Aquiles). Independentemente do
tipo de lesdo, o processo de cicatrizagcao de feridas € compartilhado entre todos os
tecidos moles, com diferencas no tempo, duragdo das fases e interacdes entre os
principais mediadores (MIDDLETON et al., 2012; ROBSON; STEED; FRANZ, 2001).

Por outro lado, a cartilagem articular € desprovida de vasos sanguineos, vasos
linfaticos e nervos e esta sujeita a um ambiente biomecanico dificil e complexo. Além
disso, a cartilagem articular tem uma capacidade limitada de cicatrizagéo e reparagéo
intrinseca. Por isso, a preservagao e a saude da cartilagem articular s&o primordiais
para a saude das articulagdes (SOPHIA FOX; BEDI; RODEO, 2009).

A cascata de cicatrizagdo geral envolve quatro fases sobrepostas: (1)
hemostasia; (2) inflamacgao; (3) proliferagédo celular e de matriz, que comega dentro de
dias apos a lesdo e compreende a fase mais importante; e (4) remodelag¢ao da ferida,
a fase mais longa, que pode envolver a formagéo de tecido cicatricial (HARDY, 1989)

A cascata de cicatrizacdo comecga imediatamente apds a leséo tecidual ao
disparar uma outra cascata, a da coagulacdo e hemostasia. Com o extravasamento
sanguineo, ocorre a migracédo de fatores hemostaticos e mediadores inflamatorios
para dentro da lesdo. Em seguida, comega o sistema agregacdo plaquetaria,
formacdo de coagulos e desenvolvimento de uma constru¢ado de matriz extracelular
provisoria. As plaquetas aderem as proteinas da matriz extracelular circulante e sé&o
ativadas. Isto desencadeia a liberagdo dos fatores bioativos dos granulos alfa que
incluem os diversos fatores de crescimento, citocinas e mediadores pro-inflamatorios
(BERGMEIER; HYNES, 2012).

A fase seguinte a hemostasia € a inflamatéria. Nesta fase os agentes
quimiotaticos desempenham papel fundamental atraindo diferentes tipos de células
para dentro do ferimento. Os neutréfilos sdo os primeiros a participar do processo

inflamatorio e aparecem na lesdo ja nas primeiras 1-2 horas apds o ferimento,
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denominada fase da fase inicial da inflagdo. Mais tarde (cerca de 48 a 72 horas apos
a lesédo), os macrofagos aparecem na ferida e desempenham o papel principal no
desbridamento da ferida e na regulacéo da inflamacéo. Eles também estédo envolvidos
no recrutamento de fibroblastos e células endoteliais. As ultimas células a migrarem
para a ferida, durante a fase inflamatoria tardia, sdo os linfocitos (BIGLARI et al.,
2018).

Na fase proliferativa, a atividade celular se destaca em resposta ao aumento
dos niveis de citocinas como o EGF, VEGF e TGF-(. A reepitelizagdo comega como
os queratinécitos e as células-tronco epiteliais proliferam e migram sobre uma
substancia proviséria rica em fibrina / fibronectina ECM (MARTIN, 1997). A medida
que a inflamacao diminui, a reconstituicdo dérmica se inicia e as células endoteliais e
os fibroblastos comecam a se acumular no local da ferida para sintetizar o tecido de
granulagdo. Angiogénese e fibroplasia ocorrem simultaneamente, fornecendo
oxigénio, nutrientes e uma matriz muito hidratada sustenta os altos niveis de atividade
celular. Os fibroblastos desempenham um papel importante na producdo das
substancias desta matriz (colageno, fibronectina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos
e hialurénico acido), que interagem com as células para mediar migragao, crescimento
e diferenciagdo (BARKER, 2011; HUARD et al., 2016; ZHAO et al., 2016).

A fase final do processo de cicatrizagcdo envolve a maturagao e remodelagao
da ferida. Nessa fase, fatores de crescimento como o FGF e o TGF-3 estimulam a
proliferagdo e a migragao de fibroblastos, além de estimular a sintese de componentes
da matriz extracelular pelos fibroblastos (RODRIGUES et al., 2019). A remodelagéo
ocorre quando os fibroblastos aumentam a expressao do colageno tipo | e as MMPs
quebram as cadeias desorganizadas do colageno antigo, principalmente do tipo |l
(ROHANI; PARKS, 2015). Um delicado equilibrio controlado entre a sintese e a
degradagéao do colageno resulta no desenvolvimento de uma cicatriz normal, onde as
fibras de colageno séo rearranjadas em pequenos feixes paralelos ao longo das linhas
de tensdo, mais uma vez predominantemente do fendétipo tipo |. O fim da cicatrizagao
€ sinalizado pela apoptose de células vasculares e miofibroblastos a medida que seu
trabalho é completado, convertendo o tecido de granulagédo rico em células, em tecido
cicatricial preenchido por colageno e hipocelular (DESMOULIERE et al., 1995).

A fase de maturacao varia em duracdo, dependendo da extensdo da ferida,
das caracteristicas individuais e das capacidades especificas de cicatrizagao do tecido
envolvido. Além disso, fatores fisiopatologicos e metabdlicos podem afetar a
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cicatrizacdo de feridas, incluindo as causas locais, como isquemia, hipdxia tecidual,
infeccéo e desequilibrio de fator de crescimento, bem como causas sistémicas, como
doencas metabdlicas e estado nutricional. A disbiose e a sindrome metabdlica
conduzem a um desbalanc¢o de macréfagos M1 e M2, resultando na invaséao de fatores
pré-inflamatérios. Em tais ambientes desfavoraveis, o PRP tem se mostrado um
adjuvante terapéutico viavel para lesdes de tecidos moles (SAAD SETTA et al., 2011),
funciona como se o PRP “preparasse o solo” para aumentar a vitalidade dos
condrocitos e da propria cartilagem.

3.6 Mecanismo de ag¢ao do PRP

Quando o PRP é injetado no sitio da leséo, as plaquetas sdo ativadas pela
trombina enddgena e/ou colageno intra-articular (HARRISON et al., 2011). Uma vez
ativadas, ocorre a secregao de fatores de crescimento por meio da degranulagdo dos
granulos-a. Dentre as substancias secretadas, incluem-se: fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), antagonista do receptor da interleucina-1 (IL-1RA),
receptores soluveis do fator de necrose tumoral (TNF-RI), fator de crescimento
transformador B (TGF- B), fator plaquetario 4 (PF4), fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), osteocalcina (Oc), osteonectina (On), fibrinogénio,
vitronectina, fibronectina e trombospondina-1 (TSP-1). Varios desses mediadores
atuam como agentes anticatabodlicos e anti-inflamatérios (KNOP; PAULA; FULLER,
2016). Estas moléculas bioativas presentes no PRP promovem 4 ag¢des principais no
ambiente local da administragcdo: proliferagdo, migragao e diferenciacdo celular e
angiogénese (KIM et al., 2011).

A presencga dessas substancias bioativas presentes no PRP o torna um fator
relevante no tratamento regenerativo diferentes tecidos e por meio de diversas vias
bioldgicas: 1- ativagdo das vias de sinalizagédo extracelular reguladas pelas glicogénio
quinases e pelas reguladas pelas proteino-quinases B, resultando aumento da
proliferagao e diferenciagao celular no tratamento de alopecia, por exemplo (GUPTA;
CARVIEL, 2016); 2- aumento da concentragao de IL-1 e TNFa no ferimento, atraem
maior migragdao de macroéfagos, fibroblastos e aumentam a produgdo de fibras de
colageno contribuindo para um melhor e mais rapido processo de cicatrizagdo de
ferida pos-operatoria (MENCHISHEVA; MIRZAKULOVA; YUI, 2018); 3- a presenga
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aumentada de IGF-1, FGF-2, TGFB-1 e PDGF aumentam a proliferagdo e
diferenciagao de mioblastos, aumentam o didmetro e o numero das fibras musculares,
além de reduzir a formagao de fibrose dentro das lesbes musculares (BORRIONE et
al., 2018); 4- o PRP promove aumento da proliferagdo celular muscular proporcional
ao aumento da expressao de proteinas relacionadas aos genes do ciclo celular (ciclina
A2, ciclina B1, cdk1 e cdk2) (TSAI et al.,, 2017); 5- o PRP aumenta a migragéo,
proliferagao e diferenciagéo de tendcitos por meio do aumento da expressao genética
do VEGF e esclerase (ativador transcripcional que regula a expressdo de
tenomodulina, um marcador de maturagao de tenécitos) (SHUKUNAMI et al., 2018),
sugerindo que o tratamento com PRP pode aumentar as propriedades regenerativas
dos tenddes (IMAI et al., 2018); 6- outros mediadores presentes no PRP conseguem
modular o metabolismo dos condrdcitos, isso ocorre por meio da diminuicido da
apoptose e inflamag&o no ambiente intra-articular. O antagonista do receptor da IL-1
inibe a ativagdo do gene do NFkB, citocina envolvida no processo de apoptose e
inflamacgéao (AHMAD et al., 2012); os receptores soluveis do fator de necrose tumoral
ligam-se ao TNF-a e impedem a sua interagdo com os receptores celulares e sua
sinalizagao pro-inflamatoria; o TGF-f1 também atua como um fator inibidor da
degradacgéao da cartilagem, regula e aumenta a expresséo dos genes dos inibidores
teciduais das metaloproteinases (TIMP-1) (ALAMEDDINE; MORGAN, 2016); e,
fatores de crescimento plaquetarios estimulam fibroblastos sinoviais a sintetizar acido
hialurénico (ANITUA et al., 2007), desta forma boa parte da fisiopatologia da artrose

pode ser alterada com a presenca das substancias bioativas do PRP.

3.7 Métodos de obtencédo e preparagao do PRP

O PRP é um produto de sangue autdlogo (sangue do proprio paciente),
processado para concentrar os constituintes celulares, que séo injetadas de volta no
paciente no local da les&o ou da patologia. O procedimento para uma inje¢cao de PRP
variara de acordo com a instalagdo, pois numerosas técnicas de preparagao e Kits
comerciais disponiveis podem ser usados. Até o momento, ndo ha consenso sobre o
melhor método para preparar um PRP. As idiossincrasias do interprete no volume de
sangue adquirido, concentragdo de plaquetas, presenga de leucdcitos e eritrocitos,
uso de kit de preparagao versus manuseio manual, etapas de centrifugagdo, métodos
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de ativagdo, numero e tempo de injegcdes, e cuidados peri e pos-procedimento

proporcionam grandes variagées em formulagdes e resultados.

3.7.1 Principios da preparacédo do PRP

O PRP é preparado por um processo conhecido como centrifugagéo
diferencial. Neste processo a aceleracdo é ajustada para sedimentar certos
constituintes celulares com base na diferenga especifica de gravidade (DHURAT,;
SUKESH, 2014).

Arnoczky e Shebani-rad (2013) afirmaram que o principio basico usado na
criacdo de qualquer produto de PRP se encontra na separagcdo através da
plasmaférese, diferenciando os componentes liquido e solido do sangue total. Essa
separagao € sustentada pelo principio fisico descrito pela Lei de Stokes (“Lei de
Stokes”, 2018)", que afirma que a velocidade de assentamento de particulas em um
ambiente liquido em resposta as forgas gravitacionais sera aproximadamente
proporcional ao seu didmetro. Assim sendo, os componentes sanguineos que tiverem
o maior diametro, como é o caso dos glébulos vermelhos (aproximadamente 7 um de
didametro) e leucécitos (7 a 15 ym de didmetro) irdo assentar-se proporcionalmente de
maneira mais rapida que as plaquetas, que possuem diametro inferior, de 2 um,
quando submetidos a uma forga gravitacional. Através desse fendmeno, sera
permitido que as plaquetas permanecam seletivamente suspensas no componente
liquido (plasma) do sangue, enquanto as outras particulas solidas, no caso os glébulos
vermelhos e leucdécitos assentam-se mais rapidamente e, portanto, separam-se assim

das plaquetas.

3.7.2 Métodos de obtengao do PRP

O PRP é obtido por meio do processamento do sangue do paciente, o qual é

centrifugado e tem seu conteudo celular separado em camadas.

1A lei de Stokes pode ser escrita da seguinte forma: F = —67'[1'7117, F & o coeficiente de atrito, 7" € o raio da particula, 1 é a viscosidade

do fuido e V é a velocidade da particula.
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Em relagcdo a preparagdo do PRP, existem 2 técnicas (ALVES; GRIMALT,
2018):

1. Técnica aberta: o produto € exposto ao ambiente da area de trabalho e
entra em contato com diferentes materiais que devem ser utilizados para sua
producdo, como pipetas ou tubos de coleta. No processamento do sangue para se
obter PRP pela técnica aberta, deve-se garantir que o produto n&o seja contaminado
durante o manuseio microbioldgico.

2. Técnica fechada: envolve o uso de dispositivos, oficialmente registrados,
nos quais o produto ndo & exposto ao ambiente (recomendado).

3.7.2.1 Técnica aberta

Na técnica aberta, realiza-se uma primeira centrifugagcdo para separar os
glébulos vermelhos (RBC). Em seguida, é realizada uma segunda centrifugagao para
concentrar as plaquetas, que sao suspensas no menor volume final de plasma. O
sangue total é inicialmente coletado em tubos que contém anticoagulantes. A primeira
centrifugacdo é executada a uma aceleracdo constante para separar os glébulos
vermelhos do volume restante de sangue total. Apds a primeira centrifugagdo, o
sangue separa-se em trés camadas: uma camada superior que contém principalmente
plaquetas e globulos brancos, uma camada intermediaria fina que é conhecida como
“buffy coat’, rica em globulos brancos, e uma camada inferior que consiste
principalmente de glébulos vermelhos.

Para a producdo de PRP puro (P-PRP), a camada superior e a interface
leucocitaria superficial sao transferidas para um tubo estéril vazio. Para a produgao de
PRP rico em leucdcitos (LR-PRP), toda a camada de buffy coat e poucos RBCs sao
transferidos. Depois entdo, realiza-se a segunda centrifugagéo. A forca relativa a G
(“g") empregada nesta segunda centrifugacéo deve ser adequado apenas para auxiliar
na formacao de pastilhas suaves (plaquetas-eritrocitarias) no fundo do tubo. A porgéo
superior do volume que é composta principalmente de PPP (plasma pobre em
plaquetas) €& removida. Os sedimentos (plastiihas) do fundo do tudo s&o
homogeneizados em 1/3 inferior (5ml de plasma) para criar o PRP (FERNANDEZ-
MUNOZ et al., 2018).
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3.7.2.2 Técnica fechada

A preparacao do PRP pela técnica fechada vai depender do tipo de dispositivo
escolhido e deve ser feito de acordo com as instrugbes do fabricante (Quadro 4).
Existem diferentes sistemas de PRP que facilitam a preparacédo do PRP de maneira
simples e reprodutivel. Todos operam com um pequeno volume de sangue tirado e

segue o principio da centrifugagao. O sangue total é obtido por venopungao em tubos

QUADRO 4 - PROTOCOLOS DE COLETA E CENTRIFU(}AQAO DE SANGUE DE DIFERENTES
DISPOSITIVOS MEDICOS PARA OBTENCAO DE PRODUTOS RICOS EM

PLAQUETAS
COLETOR DE SANGUE / CENTRIFUGACAQ
DISPOSITIVOS | ™ ANTICOAGULANTE NUMERO | ACELERAGAO/ | oe\rriFuGA
DE VEZES TEMPO
Selphyl® Tubo 9 mL / Citrato de Sédio 1 1000x g / 6 min Classica
PRGF
Endoret® Tubo 9 mL / Citrato de Sddio 1 270x g/ 7 min Classica
: P 1100x g / 6 min
® T L / Citrat 2

Cascade ubo 9 mL / Citrato de Sodio 1450x g / 15 min Classica

180x g/ 10 min

2

Plateltex® Tubo 9 mL/ACD 1000x g / 10 min Classica
Regenkit® Tubo 9 mL / Citrato de Sédio 1 1500x g / 9 min Classica
ACP Arthrex® | Seringa 15 mL / ACD 1 1500 rpm / 5 min Adaptada
GPS llI® Seringa 30 ou 60 mL / ACD 1 3200 rpm / 15 min | Adaptada
Genesis® Seringa 12 mL / ACD 1 2400 rpm / 12 min | Adaptada
SmartPrep 2® | Seringa 20 ou 60 mL / ACD 2 2500 rpm / 4 min

2300 rpm / 10 min Adaptada

Seringa 20 mL / Citrato de

Proteal® Sédio ! 1800 rpm /8 min__| Adaptada
Magellan® Seringa 30 ou 60 mL / ACD SI Sl Adaptada
Angel® Seringa 40 ou 680 mL / ACD SI SI Adaptada

LEGENDA: ACD, Citrato acido de dextrose; Sl, sem informagao
NOTA: As velocidades expressas em rpm, pois as medidas dos rotores nao foram divulgadas.

FONTE: ALVES et al. (2018)

anticoagulados (geralmente com citrato acido de dextrose ou solugéo de citrato de
sédio). O sangue entdo, € centrifugado com centrifugacdo simples ou dupla,
dependendo do dispositivo. Os ajustes da centrifuga, para obter o PRP em diferentes
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concentragdes, sdo pré-programados pelo fabricante e ndo podem ser alterados pelo
médico (ALVES; GRIMALT, 2018).

Os sistemas comercializados diferem muito entre si com relacdo a sua
capacidade para recolher e concentrar as plaquetas. Os principais pontos de variagao
correspondem ao nivel da aceleragdo centrifuga (180x a 1500x g), numero de
centrifugacgdes (simples ou dupla), temperatura (8° a 24°) e tempo de centrifugacao (4
a 15 minutos). Isto resulta na obtengao de suspensdes com diferentes concentragdes
de plaquetas e de leucécitos. Diferengas na concentragcdo de plaquetas e sangue
influenciam na diversidade de fatores de crescimento. A auséncia de protocolos de
controle de qualidade, dificulta a avaliagao da efetividade de cada kit, fato que torna
dificil a avaliagado de qual kit para a preparagdo do PRP é melhor ou pior (DHURAT;
SUKESH, 2014).

Existem numerosos protocolos na literatura que descrevem as condi¢cdes
ideais para a centrifugagdo. Uma comparagéo de protocolos foi resumida por Dhurat
e Skesh (2014) de forma clara e simples conforme pode ser vista na Tabela 1.
Considerando a complexidade de um produto autélogo como o PRP e a necessidade
de controle de qualidade em aplicacdes clinicas, é crucial demonstrar a capacidade o

procedimento de reproduzir resultados consistentes.

TABELA 1 - COMPARACAO DE VARIOS PROTOCOLOS DE PRODUCAO DE PLAQUETAS

Volume 12 centrifugacéao 22 centrifugacao Aumento na
Estudo de sangue | Forga Tempo Forga Tempo contagem de
(mL) (x g) (min) | (xg) (min) plaquetas

Amable et al. 4,5 300 5 700 17 1,4x108 a 1,9x10°
5,4 a7,3vezes
Amanda et al. 3,5 100 10 400 10 1222 + 166x103
5 vezes
Khan et al. 478 3731 4 -- -- 8,3x10"°
Slichter and Harker | 250 - 450 100 9 3000 20 80% recuperagao
Landesberg et al. 5 200 10 200 10 5,57 a 9,35x108
Joetal 5 200 10 200 10 633,2 + 91,6x10°
4,2 vezes
Bausset 10 250 15 250 15 3,96 vezes
Tamimi et al. 8,5 160 10 400 10 630,2x10°
Mazzocca et al. 27 1500 rpm 5 6300 rpm 20 472x10°
Anitua et al. 4,5 460 8 -- -- 2,67 vezes
Araki et al. 7,5 270 10 2300 10 189,6x10*
Kececi et al. 9 250 10 750 10 679,9x10°

FONTE: Dhurat e Skesh (2014)
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Apesar dessas variagdes, todos os protocolos seguem uma sequéncia
genérica que consiste em coleta de sangue, uma centrifugacéo inicial para separar
hemacias, e centrifugagdes subsequentes que concentram as plaquetas e outros
componentes e uma ativagdo da amostra pela adigdo de um agonista plaquetario.

3.7.3 Fatores que interferem na produgdo do PRP

Varios fatores influenciam o rendimento do PRP, como coleta do sangue;

velocidade, tempo e temperatura de centrifugacéo e uso de anticoagulantes.

3.7.3.1 Coleta de Sangue

O processo de coagulacéo € influenciado ja no momento da coleta. A maioria
dos protocolos utilizam a pressdo negativa aplicada via aspiragdo com seringa ao
invés de coletar o sangue via gravidade. Essa press&o negativa, quando aplicada por
meio de agulhas de calibre menor que 20G, pode aumentar a for¢ga de cisalhamento
entre as plaquetas, resultando em uma indesejada ativagdo plaquetaria precoce e
diminui¢do do numero de plaquetas do PRP. Ainda segundo Waters e Roberts (2004),
para evitar a ativagdo nao intencional de plaquetas, recomenda-se usar agulhas de
calibre maior que 22G para extrair o sangue e que haja encurtamento de tempo entre
a coleta e o processamento do PRP.

3.7.3.2 Centrifugagao

A forga gravitacional da Terra é suficiente para separar muitos tipos de
particulas ao longo do tempo. Um tubo de sangue anticoagulado deixado em pé sobre
uma bancada acabara por se separar em fracdes de plasma, hemacias e leucdcitos.
No entanto, o periodo de tempo necessario para essa maneira de separacdo a
inviabiliza para a maioria das aplicagdes. Além disso, ha degradagao potencial dos
compostos bioldgicos durante o armazenamento prolongado do sangue. Isto significa
gue sao necessarias técnicas de separacdo mais rapidas. Assim, para acelerar a
sedimentagao, o efeito da gravidade € amplificado usando a aceleragao fornecida pelo
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rotor da centrifuga (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA/MEDICINA
LABORATORIAL, 2014, p. 46).

A separagao de constituintes celulares no sangue pode ser conseguida por
um processo conhecido como sedimentacdo diferenciada. Na sedimentagao
diferenciada, a aceleragdo centrifuga € ajustada para sedimentar certos constituintes
celulares conforme o tamanho e densidade destes (MORAIS, 2012).

Na centrifugacédo, a forga centrifuga relativa (RCF) € a forga necessaria para
separar duas fases, essa forga também é chamada de campo centrifugo relativo. E
expressa como multiplos do campo gravitacional da Terra (g). Ao submeter o sangue
a campos gravitacionais maiores que o “g” terrestre, pode-se obter uma sedimentagéo
mais veloz que deixe este material exposto exclusivamente a “g” (LABORATORIO
MULTIUSUARIO DE ESTUDOS EM BIOLOGIA | (LAMEB), 2012).

"G" é a forga real exercida sobre o conteudo do rotor giratorio, que separa as
solugbes aquosas na centrifuga. As revolugbes por minuto (rpm) s&o calculadas
usando a seguinte equagao:

G=1118x10"> X R X N?

onde, G é a forga centrifuga relativa, R € o raio do rotor em centimetros e Né
a velocidade da centrifuga em rotagdes por minuto (KAHN; COSSETTE; FRIEDMAN,
1976).

Kahn et al. (1976) determinaram que os parametros de 3731xg por um tempo
de 4 min seria a melhor condi¢cado para se obter a maior concentracédo de plaquetas e
aproximadamente 95% de recuperagéo de plaquetas?.

Slichter e Harker (1976) tiveram sua maior eficiéncia de recuperacdo de
plaquetas no valor de 80%, utilizando amostra de 250-450 mL de sangue total
centrifugadas sob o parametro de 1000xg por um periodo de 9 minutos, tendo na
segunda centrifugacédo a 3000xg por um periodo de 20 minutos.

Landesberg et al. (LANDESBERG; ROY; GLICKMAN, 2000) utilizaram tanto
na primeira quanto na segunda centrifugacdo 5 mL de sangue total a 200xg por 10
min, obtendo cerca de 3 vezes a concentragdo do sangue periférico basal nas

amostras.

2 Recuperacao de plaquetas é o percentual de plaguetas presentes no PRP em relagdo a quantidade
de plaquetas presentes no sangue total antes do processamento do sangue.
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Dugrillon et al. (2002) mostraram uma relagc&o entre fatores de crescimento,
como o TGF- 1, e concentragdo de plaquetas com a forga de centrifugacdo. Esses
autores demonstraram uma relagao direta entre a quantidade de plaquetas e de
fatores de crescimento quando as RCF sdo menores que 800xg. Quando as forgas
de centrifugagdo foram maiores que 800xg, a relagdo se inverteu. Alertando, desta
forma, o numero de plaquetas ndo € sempre proporcional a quantidade de fatores de
crescimento e que o dimensao da for¢ga de centrifugacéo interfere no conteudo do
PRP.

Tamimi et al. (2007) compararam os métodos para a obtengédo do PRP feitos
por uma unica ou dupla centrifugacdo. Um valor de 8,5 mL de sangue total foi
submetido a 160xg (1300 rpm) por 10 min e para segunda centrifugagao, 400xg (2000
rpm) por 10 min. Para a centrifugacgéo unica foi utilizado volume de sangue de 3,5 mL,
com parametros de 280xg (1500 rpm) por 7 min. Eles relataram que o método de
obtengdo do PRP com dupla centrifugagcdo atingiu uma maior concentragcdo de
plaquetas (336%) ao comparar com o método de centrifugacéo simples (227%).

Hatakeyama et al. (HATAKEYAMA et al., 2008) compararam dois métodos
diferentes para obtengcdo do PRP. No primeiro (ANITUA, 2001), realizaram apenas
uma centrifugagéo de 270xg por 7 minutos e no segundo (SONNLEITNER; HUEMER,;
SULLIVAN, 2000), realizaram duas centrifugagdes, 160xg por 20 minutos e 400xg por
15 minutos. Neste estudo houve diferencga estatistica entre os dois métodos, sendo
que o segundo apresentou concentragdo plaquetaria aproximadamente 400% maior
que o primeiro.

Bausset et al. (BAUSSET et al., 2012) demonstraram que ao utilizar os
parametros de centrifugagdo com 130xg ou 250%g por 15 minutos obtiveram
desempenho superior nas indices de concentragcado plaquetaria do que parametros
maiores que 400xg.

No estudo desenvolvido por Araki et al. (2012), os autores testaram diferentes
protocolos de duplas centrifugacdo desde 30x g até 2330x g. Concluiram que o
protocolo para obtencdo do PRP com melhor recuperagdo e com maior taxa de
concentragéo plaquetaria foi a centrifugacao do sangue total com 230-270x% g por 10
min.

Kececi et al. (2014) também testaram diferentes protocolos para preparar o
PRP. Utilizaram um padrédo de 2 centrifugagbes, a primeira foi realizada com
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parametro fixo de 250xg por 10 minutos, na segunda, a for¢ca variou de 300xg a
2000xg por 10 min. A concentragdo plaquetaria aumentou de 1,92x até 3,76x,
acompanhando o aumento da segunda forga centrifuga de 300xg, até 2000xg. No
entanto, as unicas forgas que fizeram diferencga significativa foram 500xg, 750xg e
1000xg. Neste estudo o indice de recuperagao de plaquetas também variou conforme
a forca de centrifugacdo. Esses indices variaram de 32% (500xg) até 63% (1000xg).
Concluiram que a obtencado de uma determinada concentracéo de plaquetas pode ser
possivelmente ajustada de maneira individual de acordo com a forga de centrifugacéo,
a partir do valor basal.

Perez et al. (2014) demonstraram que a utilizagao de 3,5 mL de sangue em
100xg por 10 min, em uma primeira centrifugacdo, e 400xg por 10 minutos, na
segunda centrifugagdo, resultou em uma alta recuperagao plaquetaria, em torno de
70% a 80% e concentragao cinco vezes maior, mantendo a integridade e a viabilidade
de plaquetas. Acredita-se que o tempo e a aceleragdo sao os parametros
fundamentais que definem a composicdo da amostra de PRP apds a primeira
centrifugacéo.

Mais recentemente Yin et al. (2017) realizaram um estudo comparativo com
diferentes condigbes de centrifugagdo para otimizar o preparo do PRP. Testaram
diversos modelos, com centrifugagdo unica e com dupla, diferentes forgas centrifugas
e diferentes tempos de centrifugagdo. Determinaram como padrao de eficiéncia dos
sistemas: taxa de recuperacio plaquetaria, indice de concentragcao plaquetaria, taxa
de concentragao leucocitaria e niveis de expressao de fatores de crescimento e de
citocinas. Os autores concluiram que o protocolo mais apropriado para a obtencéo do
PRP seria utilizar na primeira centrifugagdo uma forca de 160xg por 10 minutos e
250xg por 15 minutos na segunda centrifugagcdo. Com isso conseguiram indices de
recuperacao plaquetaria de 60% e indices de concentragao plaquetaria de 1,5x. Ao
utilizar este protocolo aumentaram de forma significativa os niveis de fatores de
crescimento, obtiveram maior preservagdo da fungdo plaquetaria e promoveram
maiores taxas de proliferagdo e migragao celular. Desta forma, consideraram este

protocolo como sendo o sistema ideal de obtencdo do PRP para aplicagdes clinicas.

3.7.3.3 Temperatura
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A temperatura durante o processamento é crucial para evitar a ativacao de
plaguetas. O manual da Associacdo Americana do Bancos de Sangue (AABB)
recomenda que a temperatura de processamento do sangue para obtengdo de PRP
esteja entre 21 °C e 24 °C (BRECHER; AMERICAN ASSOCIATION OF BLOOD
BANKS, 2005).

Apesar das recomendagdes da AABB, alguns autores acreditam que um
maior resfriamento pode retardar ainda mais a ativagao plaquetaria, sendo um fator
essencial para o aumento da viabilidade das plaquetas no preparados de PRP
(AMABLE et al., 2013; MACEY et al., 2002).

Amable et al. (2013) estudaram as variagbes na RCF, temperatura e tempo
de centrifugagdo para otimizar as condigdes de isolamento de plaquetas e
quantificacado de citocinas e fatores de crescimento no PRP antes e apds a ativagao
plaquetaria.

Amostras de sangue de 4,5 mL foram centrifugadas escolhendo distintos
valores, variando RCF de 240 a 400xg, tempo de 8 a 19 minutos e temperatura de 8°
a 16°C. Durante a primeira centrifugacéo, o melhor desempenho foi obtido utilizando
os parametros de 300xg por 5 minutos a 12°C. Nao houve uma diferenca
significativa com a utilizagédo de 240xg, 8 minutos, 16°C, contudo, foi escolhido
aquele como primeira centrifugagado visando maior otimizagdo para segunda
centrifugacéo, devido ao seu menor tempo. Na segunda centrifugacao, parametros
de 700xg por 17 minutos foram escolhidos pois permitiram uma menor perda de
plaquetas em fragdo do plasma pobre em plaquetas e com isso conseguiram
padronizar um protocolo reprodutivel para obtencdo do PRP.

Macey et al. (2002) analisaram a ativagao plaquetaria em diferentes sistemas
e determinaram que as condi¢des, que garantem a maxima esfericidade plaquetaria
sem ativacao artificial, encontra-se em ambientes resfriados a 4 °C.

No entanto, a maioria dos autores convergem com as recomendacgdes da
AABB e utilizam a temperatura ambiente para processar o sangue e obter o PRP
(ANITUA, 2001; BORRIONE et al., 2018; MALAVOLTA et al., 2014a; YIN et al., 2017).

3.7.3.4 Anticoagulante

O tipo de anticoagulante a ser escolhido para realizar o prepara do PRP tem

fundamental importancia e deve ser baseada na capacidade de preservar o maximo

28



possivel a fungdo, a integridade e a morfologia das plaquetas. Existem varias opgdes
de anticoagulantes para o uso clinico. No entanto, apenas dois atendem as
necessidades metabdlicas das plaquetas e a separacao viavel das plaquetas de uma
forma nao prejudicial, anticoagulante citrato dextrose-A (ACD-A) e o citrato fosfato
dextrose (CPD).

O (ACD-A) é o preferido e € o que melhor mantem a viabilidade das plaquetas.
O citrato se liga ao calcio para criar a anticoagulacdo. A dextrose, faz um
tamponamento do pH local e outros ingredientes sustentam o metabolismo das
plaquetas. O ACD-A é o mesmo anticoagulante usado para armazenar plaquetas
viaveis para transfusdes de plaquetas de bancos de sangue (CALLAN; SHOFER;
CATALFAMO, 2009).

O (CPD) também é util para o processamento do PRP. E semelhante ao ACD-
A, mas tem menos ingredientes que ajudam no metabolismo das plaquetas e,
portanto, € 10% menos eficaz na manutengdo da viabilidade plaquetaria (MARX,
2001).

A maioria dos autores concorda em nao usar o acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), pois pode danificar a membrana plaquetaria. Desta forma, autores
como Anitua et al. (2012) reforgam a recomendacé&o do uso de citrato ou de dextrose
citrato de sédio como anticoagulantes nas preparag¢des de PRP.

Em individuos saudaveis, existe uma correlagao inversa nao-linear entre o
VPM (volume plaquetario médio) e a concentragéo de plaquetas, ou seja quanto maior
o VPM menor sera a concentragdo plaquetaria (DAVID BESSMAN; WILLIAMS;
RIDGWAY GILMER, 1981). Neste sentido, Buttarello et al. (BUTTARELLO;
MEZZAPELLE; PLEBANI, 2018) estudaram variavel que pudessem interferir no VPM
e identificaram que o VPM na presenga de EDTA € maior que na presencga de citrato
de sodio. Desta forma, o EDTA pode diminuir a concentragdo de plaquetas do
preparado, ndo sendo interessante o seu uso na obtencédo do PRP.

O fato do EDTA danificar a membrana plaquetaria ndo impede o seu uso, pois
segundo Araki et al. (2012) o uso do EDTA inibe a agregagao plaquetaria de forma
mais eficiente que solugdes de citrato-dextrose, resultando em maior produgcdo de

plaquetas n&o agregadas e maior conteudo final de PDGF.

3.7.3.5 Ativagdo do PRP
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A ativagcédo do PRP antes da injegao é outro parametro que pode interferir na
eficacia do tratamento com PRP. O PRP pode ser ativado exogenamente por
trombina, cloreto de calcio ou trauma mecanico. O colageno € um ativador natural do
PRP, assim, quando o PRP é usado em tecidos moles, ele ndo precisa ser ativado
exogenamente (WATERS; ROBERTS, 2004).

Uma vez que o PRP é ativado, uma rede de fibrina (fibrinogénio-fibrina)
comecga a se formar, solidificando o plasma e criando um coagulo ou membrana de
fibrina. A ndo ativacdo do PRP parece ser uma estratégia interessante quando o
interesse do tratamento seja aproveitar mais o conteudo de fatores de crescimento do
que a estrutura tridimensional da rede de fibrina formada pelo PRP-gel (p6s ativagéo).
O racional desta estratégia encontra-se no fato de que as concentragdes de fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) apo6s ativagdo do PRP séo de
aproximadamente 20 vezes maiores que as do sangue total, enquanto € 50 vezes
maior quando nao ocorre a formagao de gel de fibrina. O aumento da concentragéo
de PDGF é notorio quando se processa o sangue total para se obter o PRP, mas a
concentracdo de PDGF pode ser ainda maior quando nao se ativa o PRP produzido.
Os autores deste experimento acreditam que uma parte substancial do PDGF fica
aprisionada na cola de fibrina e sugeriram tanto a n&do ativacéo plaquetaria, quanto a
substituir o plasma por solugao salina para maximizar o conteudo final de fatores de
crescimento derivados de plaquetas (ARAKI et al., 2012).

A escolha do ativador das plaquetas pode interferir diretamente tanto na
concentracédo de fatores de crescimento do PRP, como na velocidade de liberagéo
destes fatores para dentro da lesdo. Quando se usa a trombina como ativador ocorre
uma liberagdo quase que imediata de todos os fatores de crescimento anabdlicos
associados as plaquetas, enquanto que a ativacdo por meio do contato da plaqueta
com o colageno resulta numa liberagdo dos mais lenta (2 a 3 semanas) dos fatores.
Na pratica clinica, quando se deseja uma liberacdo mais gradual de fatores de
crescimento a ndo ativagdo com trombina pode ser mais benéfica (HARRISON et al.,
2011).

3.7.4 Contagem Plaquetaria

Depois de obter o PRP, faz-se a contagem plaquetaria, que é mais dificil do
que a contagem de leucdcitos e de eritrocitos. Esta dificuldade € esperada em vista
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do pequeno tamanho dessas células, de sua aderéncia a superficies estranhas e do
fato de agregar-se quando ativadas.

Em geral, as técnicas modernas de contagem plaquetaria podem ser divididas
em trés grupos (BITHELL, 1998; MACEDO, 2004): métodos diretos ou
hemocitdmetros, métodos semiautomatizados e métodos totalmente automatizados.

Os métodos diretos ou hemocitdmetros utilizam um microscépio de contraste
de fase e diluicdo em oxalato de amdnio, facilitando assim a diferenciagcdo das
plaguetas, bem como sua contagem manual (RAMIREZ, 2016).

Os métodos semiautomatizados, nos quais ha um contador eletrénico de
particulas, que contara a quantidade de plaquetas (ZIMMERMANN et al., 2003)

Por fim, métodos totalmente automatizados, utilizando aparelhos
comercialmente disponiveis, onde as plaquetas sdo contadas em contador 6ptico de
particulas o qual emprega o principio da microscopia de campo escuro invertido. Aqui
a precisao da contagem plaquetaria € igual ou maior do que as contagens de métodos
semiautomatizados (CHICHARRO-ALCANTARA et al., 2018).

A maioria dos sistemas de analise hematoldgica sao projetados para operar
em faixas encontradas no sangue total, e o PRP pode exceder o limite superior do
intervalo linear de plaquetas que os sistemas estdo programados para contar. Além
disso, a ressuspensao adequada do PRP e a preparagao adequada da amostra sao
necessarias para a contagem precisa de plaquetas. Aglomerados de plaquetas ou
falta de distribuicdo uniforme pode entéo resultar em imprecisdes. Woodell-May et al.
(2005) ao realizarem um estudo para validacdo de técnicas para contagem de
plaquetas de preparados de PRP, encontraram diferenga significativamente menor na
contagem meédia de plaquetas quando as amostras eram medidas imediatamente
apo6s a preparacao do PRP do que quando as amostras eram ressuspendidas em um
balancim. Neste estudo, os autores sugerem que, para obter contagens plaquetarias
precisas, toda a amostra de PRP deve ser removida e deixada em um agitador gentil
por pelo menos 5 minutos antes da contagem. Além disso, este estudo recomenda o
uso de modo manual no analisador hematoloégico, pois os modos de contagem
automatica sdo mais propensos a permitir que a amostra se sedimente, reduzindo a

contagem absoluta de plaquetas.

3.7.5 Custo beneficio dos sistemas de PRP
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A utilidade e os resultados positivos com o uso do PRP nas aplicagdes clinicas
tem aumentado nos ultimos anos, basta ver o numero crescente de publicagcbes sobe
o assunto no PUBMED. Com isso cresce também o interesse comercial ao redor deste
produto. Embora os sistemas comercializados oferecam suspensdes ricas em
plaquetas prontas para a aplicagdo de maneira estéril, o alto custo, o volume limitado
de sangue extraido, as diferencas nas diretrizes de centrifugagdo e a ampla variagéo
na concentracéo de plaquetas dificultam a escolha do kit de PRP para cada situacéo.

Existem varios protocolos para a preparacdao do PRP, cada um com seus
proprios parametros padronizados e o0s resultados reivindicados, conforme
mencionado na revisdo. E aconselhavel padronizar os protocolos de preparacio
individual, para alcangar os melhores custos-beneficios e viabilidade de execugéo
com contextos clinicos particulares.

O fundamental é compreender os principios basicos da centrifugagdo na
preparacdo do PRP. Deve-se também manter constantes e repetitivos testes de
metodologia por "abordagem de tentativa e erro”, vigilancia rigorosa na manutencéo
da esterilidade e verificagdo cruzada regular dos valores de plaquetas. Esta disciplina
€ uma obrigagéo para obter resultados consistentes, qualificados e com bom custo-
beneficio (DHURAT; SUKESH, 2014).

Uma vantagem do PRP sobre a administragdo do fator de crescimento
exdgeno isolado é que os fatores s&o liberados das plaquetas na forma nativa (e n&o
na forma recombinante), o que parece ser uma razao biologicamente relevante
(FOSTER et al., 2009). Em um modelo canino, o uso de BFGF isolado acelerou a fase
de proliferagao celular da cicatrizagao tendinea, mas resultou na formagao de cicatriz
peritendinea e diminuigdo da amplitude de movimento (THOMOPOQOULOS et al., 2010).
Esse achado reforga o conceito de usar um conjunto balanceado e complemento de
fatores de crescimento bioativos encontrados no PRP, em vez de usar FC isolados.
Além da vantagem bioldgica apresentada, existe um vantagem financeira, pois o PRP
€ muito mais barato e esta sujeito a menos restrigdes regulatérias do que o uso de um
fator de crescimento recombinante (AKHUNDOV et al., 2012; BOSWELL et al., 2012).

3.8 Formas de apresentacao do PRP

Os produtos de PRP, normalmente, sdo bem diferentes uns dos outros. A
concentracao dos fatores de crescimento e de citocinas catabdlicas sao influenciadas
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pela composi¢cdo celular do PRP incluindo a presenga ou nao de leucdcitos
(BOSWELL et al., 2012). Algumas preparag¢des de PRP s&o consideradas ricas em
leucécitos. Embora as plaquetas possam aumentar a sinalizagdo anabdlica, os
leucdcitos aumentam a sinalizagdo catabdlica (MCCARREL; MINAS; FORTIER, 2012;
SUNDMAN; COLE; FORTIER, 2011). Consequentemente, o PRP pobre em leucdcitos
pode oferecer uma melhor cicatrizagao (BOSWELL et al., 2012). Em contraste, o PRP
rico em leucdcitos demonstra mais metaloproteinase de matriz-9 e 1L-1p (mediadores
catabdlicos inflamatérios) que pode ser prejudicial para a cicatrizagdo de tenddes.
Foram relatadas respostas inflamatérias maiores 5 dias apos o tratamento com PRP
rico em leucécitos comparado com PRP pobre em leucécitos (DRAGOO et al., 2012).
Além disso, preparag¢des com altas contagens de leucocitos também foram implicadas
em piores resultados ao comparar com as preparagdes pobres em leucocitos
(VAVKEN et al., 2015). A maior consequéncia foi ruptura da arquitetura precoce do
tendao, maior vascularizacéo e fibrose.

Um outro tipo de diferenciacdo da apresentagdo € quanto ao estado de
ativacao ou ndo do PRP. O termo “ativacao” refere-se a 2 processos importantes que
sdo iniciados durante a preparagdo do PRP: (1) degranulagdo de plaquetas para
liberar os fatores de crescimento de dentro do granulos-a e (2) clivagem do
fibrinogénio para iniciar a formag¢ao da malha de fibrina, um processo de coagulagao
que permite a formacao de gel de plaquetas e, assim, consegue-se concentrar a
secrecdo de determindas moléculas em um local escolhido. A ativagdo do PRP,
geralmente, se consegue pela adigao de trombina e/ou cloreto de calcio (CaCl.) ao
PRP obtido (CAVALLO et al., 2016). O processo de ativagdo plaquetatia esta
intimamente conectato a via de coagulagao intrinseca, que é ativada pelo fator Xl da
coagulagdo e na presenga de Ca*™, fator V e fator X converte a protrombina em
trombina e, subsequentemente, fibrinogénio em fibrina e, consequentemente, facilita
a polimerizagao da fibrina e formagdo da malha de fibrina (TOYODA et al., 2018).
Neste processo, quando a protrombina € convertida em trombina, ocorre a ativagao
das plaquetas por meios de subtipos especificos de receptores ativados por proteases
(PARs) (POSMA; POSTHUMA; SPRONK, 2016). Por outro lado, a adigdo de Ca*™*
pode ativar as plaquetas ao permitir a entrada de Ca'* via canais de Ca'" e
subsequentemente ativar a via autocrina do Tromboxino Az (TXA2) ou ativadores
armazenados nos granulos-a, como o ADP e a trombina (AOKI et al., 1997). Uma vez
ativado, o PRP liquido tem efeito de 7 a 12 horas, porque a ativagdo da plaqueta
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dispara uma liberacao imediata de fatores de crescimento, os quais sdo consumidos
rapidamente pelo ambiente celular ao qual foram expostos (WOODELL-MAY et al.,
2005).

Existem as formas liquidas e solidas de PRP e cada uma delas possuem
propriedades diferentes. A diferenca mais 6bvia é o método de aplicacédo no local da
lesdo. O PRP liquido pode ser injetado guiado por ultrassonografia ou por referencia
topografica (método palpatério). No entanto, o sélido € aplicado sob visao direta da
lesédo, por meio de inciséo cirurgica. O liquido pode ser colocado no topo do local de
reparagao ou entre o tenddao e o osso. O sdlido apresenta-se como uma malha
estruturada de fibrina, a qual é criada utilizando dupla centrifugagao. Esta estrutura ou
malha de fibrina serve como um reservatério para os fatores de crescimento e permite
a liberagao gradual destes fatores com duragao de até 7 dias. A malha de fibrina
plaquetaria é fixada (geralmente por sutura) na interface entre o tenddo e o osso
(Figura 2). Isso cria uma interface mais estavel entre a matriz de fibrina e impede que
o material flutue e se afaste do tecido alvo (BARBER, 2018).

FIGURA 2 — PRP SOLIDO PARA CIRURGIA DE REPARO DO MANGUITO ROTADOR

FONTE: BARBER (2018)
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4 USO DO PRP NA ORTOPEDIA E MEDICINA ESPORTIVA

A utilizagdo do PRP na medicina esportiva tem aumentado devido ao seu
potencial promotor da cicatrizagcdo dos musculos (TSAI et al., 2018) e tenddes
(BARRETO et al., 2018; PAULY et al., 2018), e ao fato de o atleta necessitar de
recuperacdo muito rapida e significativa em tempo curto.

O uso do PRP tem mostrado algumas evidencias para o beneficio de
pacientes portadores de outras lesdes osteoarticulares como retardo de consolidagao
ossea (ACOSTA-OLIVO et al., 2017), lesbes condrais articulares (SOFU et al., 2018)
e até mesmo artrose (FREIRE et al., 2018; HUANG et al., 2019).

O PRP também vem sendo utilizado em cirurgias ortopédicas, promovendo
reducdo do tempo de consolidacdo éssea na artrodese de vértebras lombares
(KUBOTA et al., 2019), redugdo da perda sanguinea durante o pos-operatorio de
artroplastia total de joelho (MOCHIZUKI et al., 2016) e aumento da consolidagao dos
fragmentos osteocondrais tratados por artroscopia (SHARMA et al., 2018). Outros
autores também encontraram resultados efetivos a médio prazo no tratamento de
lesbes meniscais com PRP em paciente jovens (PUJOL et al., 2015).

Segundo Sanchez (2009), o surgimento do PRP como uma tecnologia de
ponta no tratamento de lesdes esportivas parece intrigante. E o fato de os protocolos
de preparagao a base de plaquetas serem faceis, seguros, versateis e com custo
reduzido, estimularam o interesse de médicos esportivos e cirurgides ortopédicos a

desenvolverem estudos clinicos utilizando estes preparados.

4.1 Uso do PRP nas lesbes condrais focais e na artrose

A artrose do joelho € uma das principais causas de incapacidade
musculoesquelética. Apresenta-se com uma clinica variada, heterogénea e os
processos que causam deterioracdo ainda sao pouco compreendidos. Atualmente a
artrose é frequentemente considerada como uma forma de faléncia de o6rgaos
(HAYWOOD et al., 2003; LOESER et al., 2012). Devido as limita¢cdes na eficacia das
opgdes de manejo convencionais, opgdes alternativas, como métodos bioldgicos e
regenerativos, estdo entrando em voga (ANDIA; SANCHEZ; MAFFULLI, 2012).

Quando o PRP é injetado no sitio lesado, as plaquetas sao ativadas pela

trombina enddgena e/ou colageno intra-articula. Uma vez ativadas, ocorre a secregéo
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de fatores de crescimento por meio da degranulagdo dos granulos-a, conforme
descrito anteriormente. Varios dos mediadores liberados atuam como agentes
anticatabdlicos e anti-inflamatorios. O antagonista do receptor da IL-1 inibe a ativag&o
do gene do NF-kB, citocina envolvida no processo de apoptose e inflamagéo. Além
desse, os receptores soluveis do fator de necrose tumoral ligam-se ao TNF-a
impediram a sua interacdo com os receptores celulares e sua sinalizacdo pro-
inflamatoria. O TGF-a1 também atua como um fator inibidor da degradacdo da
cartilagem, regula e aumenta a expresséo dos genes dos inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMP-1). Outros elementos, como IGF-1, PDGF e TGF-f31,
favorecem a estabilizagdo da cartilagem por meio da regulacdo das fungdes
metabdlicas dos condrécitos e do osso subcondral, mantém a homeostase entre a
sintese e a degradagao dos proteoglicanos e estimulam proliferagdo dos condrocitos.
Verificou-se também que fatores de crescimento plaquetarios estimulam fibroblastos
sinoviais a sintetizar acido hialurénico. Outra via analisada, no sentido da inibicdo da
degradacgéao da cartilagem, foi reportada por Rezende et al. (2011) ao demonstrarem
que o PRP conseguiu bloquear a apoptose de condrocitos pos indugéo traumatica da
artrose de joelhos de coelhos. Esses mecanismos de agdo do PRP s&o ilustrados na
Figura 3 (KNOP; PAULA; FULLER, 2016).

De um modo geral, os resultados de varios estudos, mostram que o PRP pode
oferecer beneficios terapéuticos para a reparagao da cartilagem em pacientes com
doenca articular secundaria as alteragbes artriticas. Em particular, um estudo
prospectivo, randomizado, duplo-cego e randomizado que randomizou 78 pacientes
com osteoartrite bilateral do joelho para receber uma unica inje¢cao de solugao salina,
uma unica injecdo de PRP, ou 2 injecbes de PRP com 3 semanas de intervalo,
concluiu que ambos os grupos de PRP, os resultados clinicos foram,
significativamente, melhores do que o grupo controle 6 meses pés-tratamento (PATEL
et al., 2013).

O grupo de pesquisa de artrose da Universidade Tiradentes, realizou um
estudo clinico, prospectivo, randomizado, no qual 50 pacientes com artrose do joelho
foram divididos em um grupo para receber uma unica infe¢cdo intra-articular de
corticoide e outro grupo para receber uma injecdo de PRP. Neste estudo concluiu-se
que a reducgao dos niveis de dor e aumento da funcionalidade articular foram mais

duradouras nos pacientes que receberam PRP (FREIRE et al., 2018). Esta mesma
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caracteristica de manutencao a longo prazo do efeito do tratamento com PRP foi
observada por um grupo da Jinan University da China (HUANG et al., 2019).

FIGURA 3 - MECANISMOS DE AGAO DO PRP.
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FONTE: (KNOP; PAULA; FULLER, 2016)

Em um outro estudo prospectivo, duplo-cego, randomizado e controlado, os
autores acompanharam 120 pacientes com gonartrose por 24 semanas. O grupo que
mostrou melhores desfechos apds o tratamento foi aquele que recebeu uma unica
injecdo de PRP quando comparado com o grupo que recebeu uma unica injegdo de
acido hialurénico (p < 0,01) (CERZA et al., 2012).
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Outros dois estudos de revisdo sistematica com meta-analise (DAl et al., 2017,
KHOSHBIN et al., 2013) realizados em épocas diferentes e por grupos distintos,
chegaram a conclusées semelhantes. Ou seja, ao comparar o tratamento da artrose
com uma injecdo de Acido Hialurénico (HA) ou salina, as multiplas injecdes intra-
articulares sequenciais de PRP mostraram-se mais benéficas no alivio da dor e
melhora funcional em pacientes com artrose sintomatica, com efeito duradouro entre
6 e 12 meses.

O uso do PRP para estimular o reparo da cartilagem €& uma aplicagéao
particularmente excitante. Acredita-se que o PRP possa estimular o anabolismo
condral, reduzir os processos catabdlicos e melhorar a homeostase geral da
articulagao, reduzindo a hiperplasia da membrana sinovial (Kon et al. 2009).

Uma meta-analise (RIBOH et al., 2016) comparou LP-PRP (concentragao de
leucdcitos no PRP <100% em relagao ao sangue periférico) e LR-PRP (concentragéo
de leucocitos no PRP >100% em relagdo ao sangue periférico) no tratamento da
osteoartrite do joelho e encontrou que inje¢des de LP-PRP resultaram em escores que
avaliam dor e fungdo do joelho (WOMAC), significativamente, melhores que os
tratados com HA ou placebo. Por outro lado, Filardo et al. (2015) inscreveram 192
pacientes em um estudo randomizado controlado e n&o encontraram diferenga entre
o LR-PRP e HA, fornecendo mais evidéncias de que o LP-PRP pode ser uma escolha
efetiva para o tratamento dos sintomas da OA, enquanto o LR-PRP n&o deve ser. A
base biolégica para isso pode estar no nivel relativo de mediadores inflamatorios
versus anti-inflamatoérios presentes no LR-PRP e no LP-PRP (LE et al., 2018). Os
mediadores inflamatérios TNF-a, IL-6, interferon-Y e IL-1 aumentam
significativamente na presenga de LR-PRP (CARBALLO et al., 2017; SUNDMAN;
COLE; FORTIER, 2011), enquanto que a inje¢do de LP-PRP aumenta a IL-4 e IL-10,
que sao mediadores anti-inflamatdrios. A IL-10 especificamente mostrou ser util no
tratamento da OA do quadril (DALLARI et al., 2016) e também pode suprimir a
liberacdo dos mediadores inflamatérios TNF-a, IL-6 e IL-13 e bloquear a via
inflamatoria neutralizando a atividade do fator nuclear— kB (CARBALLO et al., 2017;
SIMENTAL-MENDIA et al., 2016; SUNDMAN; COLE; FORTIER, 2011). Além de seus
efeitos deletérios sobre os condrocitos, o LR-PRP também pode falhar em ajudar a
tratar os sintomas da OA devido ao seu efeito nos sinoviécitos. Braun et al. (2014)
mostraram que o tratamento de células sinoviais com LR-PRP ou eritrécitos resultou

em significativa produ¢ao de mediadores pro-inflamatorios e morte celular.
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A injecao intra-articular do LP-PRP é uma opgéo segura de tratamento para a
OA do joelho e muitos ensaios clinicos randomizados demonstraram sua capacidade
de reduzir os sintomas da dor e aumentar a fungado articular, no entanto estudos
maiores com seguimento mais longo precisam ser feitos para caracterizar sua eficacia

a longo prazo (LE et al., 2018).

4.2 Uso do PRP na consolidagao éssea

4.2.1 Falhas 6sseas

Na fase inflamatdria da consolidacdo Ossea, ocorre uma quimiotaxia de
células-tronco mesenquimais na qual estas células se acumulam no local da fratura.
Esta quimiotaxia € impulsionada pelo fator de crescimento derivado de plaquetas, fator
de crescimento de fibroblastos e proteinas morfogénicas do osso (BMP) (CAPLAN;
CORREA, 2011).

Esta fase inflamatéria pode ser a causa da baixa formacao 6ssea durante a
primeira semana da consolidacdo, quando o objetivo principal da fase & o
recrutamento de células-tronco. E nesta fase que o destino das células-tronco é
decidido, ou seja, qual linhagem celular seguira vai depender da estabilidade do
defeito 6sseo (LE et al., 2001). Neste estudo desenvolvido por LE et al., foi mostrado
qgue os defeitos ésseos, mecanicamente estaveis, resultaram na transigao direta para
a osteogénese. Nesta fase ocorre a angiogénese, a proliferagdo osteogénica e a
diferenciagao das células-tronco, sendo conduzidas por VEGF, PDGF, FGF, TGF e
outros fatores de suporte (ZHAO; JIANG; HANTASH, 2010).

Os fatores de crescimento liberados pelas plaquetas podem potencializam o
a consolidacdo éssea ao apoiar a quimiotaxia, proliferagdo e diferenciacdo das
células-tronco. Esta relacéo foi estudada por Malhotra et al. que observaram a maior
densidade de osteoblastos dentro dos grupos tratados com PRP + fosfato de calcio
bifasico (BCP) em comparagdo com o grupo tratado somente com BCP. Concluindo
que a adigao do PRP ativado interfere positivamente no processo de consolidagao
0ssea nas fases inflamatodria e osteogénica precoces da cicatrizagdo (MALHOTRA et
al., 2014).

No estudo clinico randomizado realizado por Tabrizi et al. (2015), no qual
investigou o efeito do PRP na consolidacédo 6ssea das cavidades Osseas idiopaticas.
Neste estudo, os 24 pacientes foram seguidos por 9 meses apos a intervengéo e foram
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comparados dois grupos, um tratado convencionalmente e outro tratado com PRP. Os
autores concluiram que o tratamento com PRP intensificou significativamente a
formagdo O6ssea nos pacientes com defeitos 6sseos cavitarios idiopaticos quando
comparados com os métodos convencionais.

Por outro lado, Singh et al. (SINGH et al., 2017b), ao estudarem 72 pacientes
com fraturas diafisarias de fémur tratados com haste intramedular bloqueadas e
analisarem o efeito adjuvante do PRP na consolidagado éssea destas fraturas, n&o
encontraram beneficio do uso do PRP no processo de consolidagao éssea.

4 2.2 Pseudoartroses

A consolidagao da fratura € um processo biolégico complexo, que depende de
varios fatores sistémicos e locais. A perturbacédo de qualquer um desses fatores pode
levar a ndo uniao ou pseudoartrose da fratura. Essas pseudoartrose tém um impacto
enorme na qualidade de vida e nos aspectos socioeconémicos. As plaquetas ativadas
liberam uma série de fatores de crescimento e fatores de diferenciagdo, como ja
descrito anteriormente, que desempenham um papel importante na consolidagao da
fratura. Em outro estudo publicado por Malhotra et al. (2015), no qual um total de 94
pacientes com diagndstico de pseudoartrose de ossos longos (tibia, fémur, umero,
radio e ulna), sem grupo controle, foram seguidos por 4 meses. Neste estudo foi
relatada uma taxa de 87,2% de consolidagcdo apdés 4 meses e nao foi relatada
nenhuma complicagdo associada ao uso do PRP. Os autores concluiram, entdo que
o PRP é um tratamento seguro e eficaz para o tratamento das pseudoartroses de
0ssos longos, no entanto, mais estudos sdo necessarios para investigar o mecanismo
molecular desta aceleragdo da consolidacao da fratura pelo plasma rico em plaquetas.

Duramaz et al. (2018) também encontraram uma taxa elevada (92,8%) de
consolidagdo 0Ossea, significativa em comparagdo com o grupo controle, ao tratar

pseudoartroses de ossos longos com inje¢des percutaneas de PRP.

4.2.3 Artrodeses

A artrodese espinhal € um dos procedimentos mais comumente realizados
para o tratamento da instabilidade da coluna vertebral causada por uma infinidade de
patologias (FORSTH et al., 2016). No entanto, apesar dos avangos significativos na
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instrumentacédo da coluna vertebral, a falha na fusdo ou pseudoartrose, permanece
como um desafio significativo (WATKINS; WATKINS; HANNA, 2014). Portanto, outros
aditivos, como extensores de enxerto 0sseo e fatores de crescimento, tém sido
explorados como um método para aumentar as taxas de fusdo (WERLE;
ABUNAHLEH; BOEHM, 2016). O plasma rico em plaquetas (PRP) representa uma
abordagem adicional, uma vez que demonstrou alguma promessa na regeneragao
ossea (SYS et al., 2011). Em uma ampla revisao sistematica que analisou discutiu o
papel do PRP no aumento da regeneragao 6ssea com a finalidade de fus&do espinhal
(ELDER et al., 2015), os autores encontram muitos resultados heterogéneos tanto nos
estudos preé-clinicos quanto nos clinicos com relagdo aos métodos de preparagao do
PRP, métodos de ativacédo plaquetaria e proporgcdo dos fatores de crescimento em
cada método. No entanto, destaca que os estudos que utilizaram sistemas fechados
de preparagdo de PRP (HEE et al., 2003; LOWERY; KULKARNI; PENNISI, 1999)
permitem um controle melhor da concentracdo final das plaquetas e aqueles que
alcangaram concentracdo entre 4,9 e 5,7 vezes a basal, obtiveram melhores
resultados com relagdo ao regenerado 6sseo. Ao término da revisdo, os autores
concluiram que ainda nao ha dados suficientes para recomendarem o amplo uso do
PRP nas cirurgias de artrodese da coluna e sugerem maior padronizagdo nos
protocolos de preparacao do PRP para facilitar a comparacéo dos estudos e obtengao
de dados mais consistentes.

4.2.4 Osteotomias

As osteotomias da tibia ou do fémur sdo utilizadas frequentemente para
tratamento de artrose medial do joelho (WANG et al., 2018), nos tratamentos de lesdes
condrais (KUMAGAI et al., 2018) e como adjuvantes no tratamento das lesdes
ligamentares do joelho (HELITO et al., 2019). S&o cirurgias que possuem baixas taxas
de complicagdo do ponto de vista de consolidagao 6ssea (GIUSEFFI; REPLOGLE;
SHELTON, 2015). O osso iliaco € considerado como o padrdo-ouro em relagado ao
tipo de enxerto utilizado no foco da osteotomia, no entanto frequentemente os
pacientes apresentam morbidades no sitio doador (KURIEN; PEARSON;
SCAMMELL, 2013). Por isso, o uso de PRP injetado no foco da osteomia poderia
ajudar na aceleragdo da consolidagédo 0ssea e diminuir a necessidade da retirada do
enxerto do iliaco (LEE et al., 2014). No entanto, os resultados do uso do PRP para
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melhorar ou acelerar o processo de consolidagdo nao foram significativos quando
usados isoladamente (D’ELIA et al., 2010) ou em conjunto com a terapia com células-
tronco (KOH et al., 2014), mesmo tendo interferido na melhora funcional e das dores

dos paciente.

4.2.5 Fraturas

O osso tem uma grande capacidade de reparacdo e regeneragédo em resposta
a lesdo. Uma série de estudos tem se concentrado em como o PRP afeta
osteoblastos, osteoclastos e células-tronco osteoprogenitoras mesenquimais
(CANBEYLI et al., 2018; SZPONDER et al., 2018; XARCHAS et al., 2017). Segundo
HSU et al. (2014), o PRP demonstrou propriedades osteogénicas em estudos in vitro
(YU et al.,, 2017) e pré-clinicos (FAILLACE et al., 2017; GUNAY et al.,, 2017),
entretanto, relatos clinicos nao foram tdo promissores.

Em um estudo observacional prospectivo envolvendo fusdes de 123 pés e
tornozelo em 62 pacientes com fatores de risco para ndao unidao, o PRP isolado foi
usado em 67 procedimentos, e PRP mais enxerto 6sseo foram usados em 56
procedimentos. Como a taxa de n&o-unido de 6% para todos os pacientes estava
abaixo dos resultados historicos, os autores concluiram que o PRP pode ser benéfico
nessa populagao de pacientes (BIBBO; BONO; LIN, 2005). Em outro estudo clinico,
Kitoh et al. (2007) relataram uma série de casos de acondroplasia tratados com
distracdo osteogénica e concluiram que no grupo PRP houve encurtamento do
periodo de tratamento pela aceleragdo do novo regenerado 6sseo, principalmente no
fémur, e com menos complicacgdes.

Atualmente, existem evidéncias clinicas limitadas que demonstram quaisquer
efeitos benéficos do uso do PRP em aplicagcdes de reparo 6sseo. As evidéncias
disponiveis indicam que o PRP nao é eficaz isoladamente ou como adjuvante do
enxerto 6sseo local no tratamento das fraturas (HSU, W. K. et al 2013). A falta de
evidéncias dos estudos clinicos pode ser explicada, em parte, mais uma vez por causa
da falta de padronizacdo dos métodos de preparacdo do PRP e nao por causa da
ineficacia do intrinseca ao PRP. Isso por que o racional do aumento de fatores de
crescimento no foco de fraturas é muito robusto e também por que os estudos em

animais sao consistentes.
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4.3 Uso do PRP no tratamento das tendinopatias

4.3.1 Tendinopatias crénicas

A epicondilite do cotovelo, caracterizada por falha do mecanismo normal de
reparo do tend&o, € uma doenca comum que leva a dor crénica e a diminui¢do da
funcao nas atividades da vida diaria. Embora as recomendacgdes de tratamento variem
de Ortese, fisioterapia e injecdes de esterdides a desbridamento artroscopico ou
aberto, alguns pesquisadores indicaram que a entrega local de mediadores humorais
pode melhorar a cicatrizagdo do tendao e levar a melhores resultados clinicos (HSU
etal., 2013)

Mishra e Pavelko publicaram o primeiro uso humano de PRP para tendinose
de cotovelo severa cronica, em um estudo piloto prospectivo e controlado realizado
com 140 pacientes (MISHRA; PAVELKO, 2006). Eles encontraram uma melhora
significativa nos escores de dor e cotovelo dos pacientes tratados com PRP em
comparagao com os pacientes do grupo controle tratados com inje¢cédo de bupivacaina
/ epinefrina, oito semanas apds o tratamento dor e pode ser uma alternativa
terapéutica antes da intervencgao cirurgica. Essas melhorias foram mantidas por 25
semanas no momento da publicagdo. Recentemente, 0 mesmo grupo relatou a maior
série de pacientes na literatura com 230 casos crénicos de cotovelo de tenista, e eles
ofereceram que o PRP enriquecido de leucdcitos € seguro e resulta em melhoras
clinicamente significativas, em comparag&o com um grupo controle ativo (MISHRA et
al., 2014).

Embora a relagdo custo-eficacia do tratamento n&o seja clara, a evidéncia
clinica sugere que a injecéo local de PRP contendo leucécitos pode ser benéfica para
pacientes com epicondilite cronica do cotovelo refrataria ao tratamento padrdo nao-
cirurgico. No entanto, os resultados do tratamento do PRP de outras tendinopatias
cronicas ndo sao tao claros (HSU, 2014).

Em estudo clinico randomizado com 50 pacientes que comparou inje¢des
subacromiais de dipropionato de betametasona com injegdes de PRP para o
tratamento do impacto do manguito rotador, os autores concluiram que ambos os
tratamentos foram eficazes para reducéo da dor e melhora da fungdo dos ombros nos
primeiros 03 meses pos tratamento (BARRETO et al., 2018).
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Em uma revisdo sistematica realizada por Filardo et al. (2018), resumiu os
resultados e as indicagdes do uso do PRP no tratamento das tendinopatias. Segundo
esta revisdo, os tendbes patelares parecem se beneficiar das inje¢cdes de PRP,
enquanto que no tendao de Aquiles, a aplicagdo de PRP néo é indicada nem como
uma abordagem conservadora nem como um reforgo no tratamento cirurgico. A
tendinopatia lateral do cotovelo mostrou melhora na maioria dos estudos de alto nivel,
mas a falta de superioridade comprovada com relagdo as inje¢gdes de sangue mais
simples ainda questiona seu uso na pratica clinica. Ou seja, ainda sdo necessarios
mais estudos para se conseguir provar na pratica clinica o que ja se observou em

estudos experimentais.

4.3.2 Reparo do Tendao de Aquiles

A maioria dos tenddes tem a capacidade de cicatrizar apds uma lesao, mas o
tecido de reparo é funcionalmente inferior ao tecido normal, além disso, o tecido
cicatricial possui maior risco de nova lesdao (AKYOL; HINDOCHA; KHAN, 2015;
MOLLOY; WANG; MURRELL, 2003). A ma vascularizagdo parece ser a principal
razao para essa capacidade de cicatrizagdo limitada (PUFE et al., 2005; REES;
STRIDE; SCOTT, 2014) O tratamento das lesbes tendineas, seja tendinopatias
primarias traumaticas ou degenerativas, € frequentemente dificultado por descrigdes
contraditorias das alteragbes patologicas subjacentes, com um repertério limitado de
tratamentos bem-sucedidos e baseados em evidéncias . Neste cenario, as estratégias
de tratamento com o uso de plasma rico em plaquetas, pode melhorar a cicatrizagao
dos tenddes (DE MOS et al., 2008). Estudos preé-clinicos e clinicos na literatura apoiam
os efeitos positivos do PRP no tratamento de lesdes e disturbios tendinosos (ANITUA
et al., 2005; FILARDO et al., 2018).

As rupturas do tendado de Aquiles podem estar associadas a recuperagao
prolongada e complicagbes poés-operatdrias, como a re-ruptura, devido ao pobre
ambiente vascular que envolve o reparo (HSU et al., 2013). Em um estudo de caso-
controle envolvendo 12 atletas que tiveram reparo agudo do tenddo de Aquiles, os
pacientes que receberam uma preparagao rica em fatores de crescimento ao redor
das fibras do tenddo demonstraram uma recuperacado da amplitude de movimento e
do tempo de retorno para corrida, significativamente, mais rapida (SANCHEZ et al.,
2007).
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Em um estudo clinico randomizado controlado, 36 pacientes com ruptura
aguda do tendao de Aquiles foram tratados com reparo cirurgico da les&o, sendo que
em um dos grupos houve acréscimo da injecdo do PRP no paratenddo e no outro
grupo ndo. Os pacientes foram seguidos por 24 meses e os autores concluiram o
grupo PRP alcangou niveis funcionais do tornozelo mais elevados e menores niveis
de dor que o grupo controle. Desta forma, sugerem que o PRP pode servir como um
reforgo bioldgico nas cirurgias de reparo da ruptura do tend&o de Aquiles, melhora dos
resultados funcionais a curto e médio prazo (ZOU et al., 2016).

Um outro estudo clinico com maior poder estatistico e evidéncia esta sendo
realizado com o objetivo de avaliar a eficacia e mecanismo do PRP em pacientes com
ruptura aguda do tendado de Aquiles. Trata-se de um ensaio clinico multicéntrico
controlado randomizado com um total de 230 pacientes com diagndstico da leséo e
coordenados por autores ingleses. Enquanto esses trabalhos mais robustos n&o
apresentam seus resultados, a recomendacao do uso clinico do PRP como tratamento

ou como adjuvante ainda permanece fraca.

4.3.3 Reparo do tendao patelar

A tendinopatia patelar € muito comum em pacientes que se queixam de dor
anterior no joelho. A sua etiologia ainda nao é clara, mas a neovascularizagao parece
desempenhar um papel relevante. Diferentes tratamentos tém sido propostos ao longo
do tempo, desde a reabilitagcdo até injegdes de plasma rico em plaquetas, mas ndo ha
acordo sobre o melhor protocolo de tratamento (KRUCKEBERG et al., 2017; ROSSO
et al., 2015).

A analise histologica apds a injegdo de PRP no tendao patelar demonstrou
aumento dos niveis de sintese de colageno tipo | e tipo Il na fase inicial da cicatrizag&o
tendinea, consistente com reparo e remodelacdo tendinea (KAJIKAWA et al., 2008).

Os fatores de crescimento e outros ativos biologicos do PRP podem promover
a cicatrizagao tecidual por meio da regulacéo da fibrose e da angiogénese. Além disso,
o PRP é considerado seguro devido a sua natureza autdloga e sem quaisquer
complicagdes importantes relatadas com o uso a longo prazo. Portanto, a terapia com
PRP pode ser uma opg¢ao no tratamento de danos excessivos do tendao patelar, como
a tendinopatia crénica (JEONG et al., 2014).
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O Instituto de Pesquisa Steadman Philippon (Vail, EUA), publicou uma nota
de técnica cirurgica para tratamento de tendinopatia patelar recalcitrante que consiste
em tenotomia aberta do tendao patelar, desbridamento, reparo e acréscimo do plasma
rico em plaquetas (KRUCKEBERG et al., 2017), porém os resultados desta técnica
ainda ndo foram publicados.

Ainda existem poucos estudos que analisem o papel do PRP nas cirurgias de
reparo do tendao de Aquiles.

4.3.4 Reparo de manguito rotador

A prevaléncia de ruptura do manguito rotador é de 20,7% na populagao geral
e aumenta para 50% entre os pacientes com mais de 80 anos (YAMAMOTO et al.,
2010). Embora o reparo artroscépico do manguito rotador esteja associado a melhora
funcional significativa a taxa de re-ruptura varia de 8% a 94% (BURKS et al., 2009;
COLE et al., 2007; MALAVOLTA et al., 2014a; SOBHY et al., 2018).

A deficiéncia da integragéo tendao-osso é considerada uma causa relevante de
re-rupturas (DEPRES-TREMBLAY et al., 2016). Apds o reparo, 0 manguito rotador
nao recupera suas caracteristicas histologicas originais, mas sua fixagdo depende da
formacédo de tecido cicatricial, o qual apresenta menor resisténcia biomecanica
(HUEGEL; WILLIAMS; SOSLOWSKY, 2014). Uma vez que o PRP é uma fonte
adicional de fatores de crescimento e o0 mesmo tempo estudos em animais sugerem
que pode ser um adjuvante seguro para o reparo do manguito rotador (BECK et al.,
2012), o plasma rico em plaquetas tem sido usado no tratamento destas lesdes
tendineas na tentativa de melhorar os resultados clinicos de dor (D’AMBROSI et al.,
2016), fungdo do ombro (MALAVOLTA et al., 2014a; WALSH et al., 2018) e de taxas
re-ruptura (BARBER, 2018)

Os resultados clinicos dos estudos prospectivos randomizados controlados
apresentam-se de forma muito heterogénea. Parte desta divergéncia, resulta da falta
de padronizagao das metodologias. A primeira diferenca esta na forma da aplicacgéo,
pois alguns aplicam na forma liquida (FLURY et al., 2016; GWINNER et al., 2016;
MALAVOLTA et al., 2014a; PANDEY et al., 2016) e outros na forma sélida (BARBER
etal., 2011; GUMINA et al., 2012; JO et al., 2013; RODEO et al., 2012; WEBER et al.,
2013). Outra diferenga € o tipo de ativagdo do PRP, uns utilizam PRP ativados por
trombina (MALAVOLTA et al., 2014b; PANDEY et al., 2016) outros apenas o PRP
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(FLURY et al., 2016; GWINNER et al., 2016). Outra diferenga observada foi a variavel
dependente avaliada, por exemplo, uns estudos enfatizaram a melhora dos niveis de
dor (D’AMBROSI et al., 2016), outros a melhora nos escores funcionais (COLE et al.,
2007; RODEO et al., 2012), outros avaliaram o custo beneficio do uso do PRP
(VAVKEN et al., 2015). Walsh et al. (2018) analisaram entre outras coisas o grau de
forga muscular isocinética durante o processo de reabilitagdo. E uma grande
quantidade de autores de analisaram as taxas de re-ruptura do tenddo do manguito
rotador.

Em 2018, Barber (2018), publicou uma ampla revisdo sistematica, na qual
analisou diversos estudos clinicos randomizados controlados sobre o uso do PRP
como adjuvante ao processo de reparo do manguito rotador. O autor destacou a
heterogeneidade dos resultados clinicos encontrados. Ressalta que o PRP é um
produto promissor quanto a melhora da cicatrizacdo do tenddo. De acordo com
Barber, existe uma clara superioridade dos PRP sdlidos em relagédo aos PRP liquidos,
uma vez que os liquidos liberam os fatores de crescimentos nas primeiras horas apos
sua ativacao, diferente dos sélidos que liberam lentamente os seus fatores por varios
dias. Outro aspecto destacado é a presenga de altos niveis de leucdcitos e ativagao
por trombina, ambos os quais podem ser deletérios a cicatrizagao do tend&o. O autor
completa sua analise, chamando a atencéo a para os trabalhos que relatam resultados
ruins do uso do PRP, baseados apenas no seguimento clinico por exames de imagens
de ressonancia. Essa avaliacao fica com viés de aferigao, pois o tecido cicatricial do
tenddo sempre sera pior que o do tecido natural, mas nao significa que nao houve
melhora clinica do paciente.

Utilizando uma metodologia mais préxima do recomendado para os estudos
clinico do PRP versus lesdo do manguito, Jo et al. (JO et al., 2015), acompanharam
por 2 anos, 74 pacientes com lesdo do manguito rotador tratados com reparo
artroscopico isolado e com artroscopia mais PRP. O PRP utilizado foi o gel/sdlido,
pobre em leucdcitos e com baixa taxa de ativacdo. Nao houve diferenga em relagao
ao nivel da dor, fungao e nem velocidade de cicatrizagdo do tendao entre os grupos
avaliados. No entanto, o grupo que recebeu o PRP apresentou menor taxa de re-
ruptura do tendio, além de apresentarem melhor qualidade do tecido cicatricial.
Resultados esses, semelhantes aos encontrados por Gumina et al. (GUMINA et al.,
2012), em um estudo realizado anteriormente com 80 pacientes.
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Diante do exposto na revisdo sistematicas e nos trabalhos clinicos
controlados, percebe-se que o PRP pode desempenhar um importante papel no
tratamento adjuvante das lesées do manguito.

4.4 Lesoes ligamentares

4.4.1 Tratamento ndo cirurgico de lesdes ligamentares — Entorse do tornozelo

Devido a rica fonte de fatores de crescimento, a administracdo do PRP tem
sido sugerida, no contexto do tratamento de lesdes agudas dos tecidos moles
(ligamentos, tenddes e musculos) e poderia proporcionar uma melhora na
cicatrizagao, facilitando assim um retorno precoce aos esportes (SILVA; SAMPAIO,
2009). A cicatrizagao de ligamentos é tipicamente caracterizada por uma resposta
inflamataria inicial que esta associada ao influxo de fatores como PDGF e TGF-3 (em
2 dias), resultando em angiogénese (2 a 3 dias) e sintese de colageno (3 a 5 dias)
(ANDARAWIS-PURI; FLATOW; SOSLOWSKY, 2015; NORELLI et al., 2018) Como o
PRP contém esses fatores criticos de crescimento que podem auxiliar na resposta
inflamatdria, sua utilidade pode ser maior quando administrada no inicio do periodo
de cicatrizag&o (LI; HUA, 2016).

Um tipo de lesdo comum atendida nas emergéncias € a entrose do tornozelo,
a qual, comumente, lesiona o ligamento fibulo-talar anterior e o fibulo-calcaneo
(WATERMAN et al., 2010). Neste contexto, o PRP tem surgido como uma alternativa
de tratamento para estes casos (LE et al., 2018).

No entanto, ainda existem poucos dados de alto nivel que analisam as
injecdes de PRP nas entorses de tornozelo. At¢é o momento, apenas 02 ensaios
clinicos randomizados e controlados foram publicados (LAVER et al., 2015; ROWDEN
et al., 2015). Rowden et al. (2015) realizaram um ensaio clinico randomizado duplo-
cego controlado em 33 pacientes com entorses agudas de tornozelo atendidos na
emergéncia comparando inje¢des de LR-PRP guiadas por ultrassom com anestésico
local versus injec&o de solugéo salina normal com anestésico local. As inje¢cdes foram
realizadas adjacentes ao ligamento lesionado, se visualizadas ao ultrassom ou, caso
o contrario, foram injetadas no local de maxima sensibilidade. Para todos os pacientes,
foi colocada uma imobilizagdo gessada com restricbes de descarga de peso por 3
dias. A medicagéo para a dor foi dada a critério do médico. Os desfechos primarios
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foram escore de dor e fungdo no dia 0, dia 3 e dia 8. Os pesquisadores descobriram
que n&o houve diferenca estatistica no escore de dor ou fungéo entre os dois grupos.
Laver et al. (2015) randomizaram 16 atletas de elite com diagnostico de entorse de
tornozelo com lesdo do ligamento tibiofibular &ntero-inferior, tratados com injecéo de
LP-PRP guiada por ultrassonografia na apresentagao inicial com uma injegao repetida
7 dias depois em conjunto com um programa de reabilitagdo, versus programa de
reabilitacdo sozinho. Os desfechos primarios foram medidos por estudos de retorno
ao esporte e de imagem dinamica. Todos os pacientes receberam o mesmo protocolo
de reabilitagdo e obedeceram aos mesmo critérios de retorno ao esporte. O estudo
descobriu que o grupo LP-PRP voltou a jogar em periodo de tempo mais curto (40,8
dias) em comparagdo com o controle (59,6 dias, P <0,006). Apenas 1 paciente
apresentou dor residual apds voltar a jogar no grupo PRP, enquanto 5 pacientes
apresentaram dor residual no controle. Nenhuma diferencga significativa foi observada
nos estudos de imagem dinamica em rotag&o externa entre os dois grupos 6 semanas
apos a lesao.

Entdo, as injegbes de PRP podem ser uteis em entorses altas de tornozelo
para reduzir o tempo de retorno ao esporte e diminuir a incidéncia de dor residual em
atletas de alto rendimento. No entanto, devido a quantidade limitada de evidéncias de
alto nivel, o uso de injecbes de PRP n&o pode ser rotineiramente recomendado para

entorses de tornozelo.

4.4.2 Fasceite plantar

A fasceite plantar € uma causa comum de dor no calcanhar, que
frequentemente resulta em morbidade significativa. Tem havido varias opg¢des de
tratamento que sdo usadas para a fasceite plantar, incluindo drogas anti-inflamatorias
nao-esteroides, orteses, fisioterapia e injegdes de esteroides (CHEN et al., 2018;
ENGKANANUWAT; KANLAYANAPHOTPORN; PUREPONG, 2018; LEWIS;
WRIGHT; MCCARTHY, 2015).

Varios ensaios clinicos randomizados avaliaram a injegdo de PRP no manejo
da fasceite plantar crénica (MAHINDRA et al., 2016; SHETTY et al., 2014,
VAHDATPOUR et al., 2016). Embora a atual terapia padrao de injegao apos falha do
manejo mais conservador tenha sido uma injec&o local de corticosteroide, muitas

vezes requer multiplas inje¢des que podem estar associadas a atrofia da gordura ou
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a ruptura da fascia plantar (NEUFELD; CERRATO, 2008). O potencial do PRP como
tratamento de injec&o local atenua esses efeitos. preocupagdes. Trés meta-analises
recentes (LING; WANG, 2018; SINGH et al., 2017a; YANG et al., 2017) avaliaram
injecbes de PRP contra injegbes de corticosteroides, concluindo que as inje¢des de
PRP eram uma alternativa viavel as injegbes de corticosteroides com relagdo a
eficacia, com alguns estudos demonstrando superioridade do PRP.«

As injecbes de PRP sdo um tratamento efetivo para melhorar a dor e a fungéo
na fasceite plantar crbnica e podem ser superiores aos corticosteroides,
especialmente considerando as complicagbes de multiplas injegcbes de

corticosteroides que ndo estao associadas ao PRP (LE et al., 2018).

4.4.3 Reconstrugdo do ligamento cruzado anterior

A reconstrugdo do ligamento cruzado anterior (LCA) tem sido tradicionalmente
considerada um procedimento bem-sucedido, com excelentes resultados a longo
prazo e satisfagdo do paciente. O sucesso da cirurgia do ligamento cruzado anterior
(LCA) nédo depende somente de fatores técnicos (por exemplo, colocagéo do tunel do
enxerto e fixagdo do enxerto), mas também cicatrizagao biologica do enxerto do LCA.
Estes processos seriam: (1) integragao osteoligamentar do enxerto nos tuneis tibial e
femoral, (2) maturag&o da porgao articular do enxerto e (3) e redugéo da dor no sitio
doador do enxerto. A progressado adequada de todos esses processos € necessaria
para a obtencdo de forga biomecanica ideal e o retorno a atividade esportiva (DI
MATTEO et al., 2016).

O remodelamento do enxerto pode ser acelerado pelas agdes mais dos
fatores de crescimento especificos do que a injegdo genéricas de PRP. Dentre os
fatores, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformador beta (TGF-) tem
mostrando os resultados mais significativos na cicatrizagdo do enxerto, no entanto
ainda sao necessarios estudos mais robustos para se desenhar este modelo biolégico
antes que uma concluséo definitiva possa ser alcangada (BISSELL et al., 2014).

O ambiente bioldgico intra-articular apresenta desafios a cicatrizagdo tecidual
que podem levar a resultados abaixo do ideal. Esse ambiente anatémica intra-articular
além de ser pouco vascularizado, produz o liquido sinovial contendo proteases que

previnem a formagao de coagulos de fibrina, estes, normalmente, sdo necessarios
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para o processo inicial da cicatrizagcao da lesdo, e ao mesmo tempo ele pode nao
fornecer fatores de crescimento suficientes para a cicatrizacdo (MURRAY et al., 2007).

Com o objetivo de estudar o efeito das injecbes de PRP na redugdo da dor no
sitio doador do enxerto patelar, dois estudos (CERVELLIN et al., 2012; DE ALMEIDA
et al., 2012) foram direcionados para investigar a questdo da cicatrizagado do sitio
doador.

No estudo liderado por de Almeida et al. (2012) dois grupos de pacientes (15
e 12, respectivamente) foram randomizados para receber ou ndo o PRP apéds a coleta
do tend&o patelar (osso-tend&do-osso). Um total de 20-40mL de PRP foram aplicados
localmente e, em seguida, o peritendineo foi suturado. As avaliagbes clinicas e de
ressonancia magnética foram realizadas até 6 meses apos a operagao. Os autores
descobriram que a inje¢cdo do PRP conseguiu reduzir de forma significativa a area da
fenda do tend&o patelar em relagédo ao grupo controle e também reduziu a reagao de
dor no pds-operatério no grupo PRP. No entanto, na avaliagéo clinica final, ndo houve
diferenga estatistica intergrupos nos questionarios utilizados ou no teste de forga
muscular isocinético.

No artigo de Cervellin et al. (2012), 40 pacientes foram incluidos e divididos
em dois grupos de tratamento da mesma maneira. No seguimento de um ano, o grupo
PRP mostrou resultados clinicos estatisticamente superiores quando avaliados pelo
escore VISA3. Embora ndo tenha sido significativo, houve uma melhor na
consolidagdo 6ssea quando analisada por exames de ressonancia magnética, em
ambos os sitios de defeito patelar e tibial (85% dos pacientes no PRP versus 60% no
grupo controle).

Com relagdo ao estudo da maturagdo e da osteointegragdo do enxerto, os
estudos nao observaram diferenga estatistica apés a meta-analise de diversos
resultados (ANDRIOLO et al., 2015).

Mais estudos s&o necessarios para investigar o efeito do PRP na integragcéo
do enxerto do LCA, maturagao e dor no local doador. No entanto, neste momento, os
estudos ndo demonstraram efeito clinico significativo do PRP na integragdo ou

3 0 escore VISA foi projetado especificamente para quantificar a fun¢do do joelho em individuos com
tendinopatia patelar, e monstrou-se ser uma medida confidvel e valida (VISENTINI et al., 1998).
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maturacdo do enxerto, mas estudos limitados mostraram resultados positivos na

diminui¢do da dor no local doador do tenddo patelar (HSU et al., 2013).

4.5 Lesdes musculares

O uso de PRP no tratamento de lesées musculares tem, nos ultimos anos,
despertado muito interesse para estudos. Semelhante a cicatrizagao do tendao, as
etapas da cicatrizagdo muscular envolvem a resposta inflamatéria inicial, seguida da
proliferagdo, diferenciacdo e remodelagdo tecidual (DUCHESNE; DUFRESNE;
DUMONT, 2017). Em um estudo randomizado, duplo-cego, com 28 pacientes com
lesdes dos musculos isquiotibiais de grau 2, comparando uma inje¢cédo de LR-PRP com
um programa de reabilitagdo, versus apenas reabilitagdo. O grupo tratado com LR-
PRP foi capaz de retornar a jogar em um periodo de tempo significativamente menor
que o grupo controle (média de 26,7 versus 42,5 dias, P = 0,02) (A HAMID et al.,
2014). Em um ECR duplo-cego (REURINK et al., 2014), os autores avaliaram 80
pacientes, comparando inje¢des intramusculares de PRP para o tratamento de lesdes
agudas dos musculos isquiotibiais diagnosticadas na ressonancia magnética com
injecbes placebo de solugédo salinas, sendo que, todos os pacientes receberam
reabilitacdo padrdo. Os pacientes foram acompanhados por 6 meses e o0s
pesquisadores nao relataram diferengas significativas entre os grupos no tempo de
retorno ao esporte ou nas taxas de novas lesdes.

Embora os estudos clinicos ndo tenham demonstrada a eficacia do PRP no
tratamento de lesdes musculares, a pesquisa cientifica basica pode levar a uma
melhor compreensédo das modalidades de tratamento. O trabalho in vitro descobriu
que o PRP é capaz de levar a proliferacdo, mas nao a diferenciacdo de mioblastos
(TSAl et al., 2017), um passo necessario na produgéo de tecido muscular. Além disso,
os fatores de crescimento contidos nas plaquetas, especificamente miostatina
(ARTAZA et al.,, 2005) e TGF-B1 (BURKS; COHN, 2011), sdo prejudiciais a
regeneragao muscular. Em estudo in vitro (MIROSHNYCHENKO; CHANG; DRAGOO,
2017), os autores encontraram que o tratamento com PPP e LP-PRP submetidos a
uma segunda centrifugacéo para remover as plaquetas, levaram a indugao celular de
mioblasto para a via de diferenciagdo muscular. Isto sugere que talvez o tratamento
mais benéfico das lesbes musculares possa ser com o PPP, embora outros estudos

in vivo em animais, seguidos de testes clinicos em humanos, sejam necessarios para
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explorar ainda mais essa opg¢ao de tratamento no futuro (A HAMID et al., 2014;
BORRIONE et al., 2018; HAMILTON et al., 2015; LE et al., 2018).

4.6 Resumo das recomendacdes

O PRP continua sendo um tratamento promissor para doencgas
musculoesqueléticas e dados clinicos até o momento mostraram que o PRP possui
um adequado nivel de biosseguranga. Com base na literatura disponivel atual, as
seguintes recomendagdes estao resumidas na Tabela 2:

TABELA 2 - Resumo das recomendacdes clinicas do uso do PRP para o
tratamento das doencas osteoarticulares

Tipo de Nivel de
Doenca PRP Evidéncia
Epicondilite lateral LR-PRP Elevado***
Artrose do joelho LP-PRP Elevado
Tendinite patelar LR-PRP Moderado**
Fasceite plantar LR-PRP Moderado
Sitio doador de enxerto BTB para RLCA LR-PRP Moderado
Tendinopatia do MR LR-PRP Baixo*
Artrose do quadril LP-PRP Baixo
Lesdes ligamentares do tornozelo LP-PRP Baixo
Tendionpatia do Aquiles PRP Ineficaz¥
Lesédo muscular PRP Ineficaz
Fratura aguda PRP Ineficaz
Pseudoartrose PRP Ineficaz
Reparo do Manguito Rotador PRP Ineficaz
Reparo do tend&o de Aquiles PRP Ineficaz
Reconstrugdo do LCA PRP Ineficaz

LEGENDA: LR - PRP = PRP rico em leucdcitos; LP-PRP = PRP pobre em
leucécitos; BTB = osso-tendao-osso; RLCA = reconstrugao do
ligamento cruzado anterior; MR = manguito rotador

NOTA: *** = Possui numerosa quantidade de evidencia de alta qualidade;

** = Possui quantidade consideravel de evidencia de alta qualidade;
* = Possui quantidade insuficiente de evidencia de alta qualidade;
¥ = As evidéncias mostram que ndo existe eficacia para o
tratamento proposto

FONTE: adaptado de (LE et al. 2018)
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5 O USO DOS CORTICOIDES NA ORTOPEDIA E NA MEDICINA ESPORTIVA

Os corticoides tém poténcia e solubilidade diferentes, e a solubilidade é
inversamente correlacionada com a duragédo da agao Quadro 5 (SPEED, 2001). Ha
poucos dados sobre a absorgao de corticosteroides de inje¢des peritendineas, mas o
acetato de metilprednisolona permanece no plasma por uma média de 16 dias apds o
procedimento. As preparagdes mais curtas ou de acdo moderada, mais soluveis
(como hidrocortisona e metilprednisolona) sdo recomendadas para inje¢gdes de
tecidos moles porque, em teoria, causam menos efeitos colaterais; drogas com baixa
solubilidade (como hexacetonida de triancinolona) ndo devem ser usadas para
injecoes de tecidos moles (BMJ, 1995).

QUADRO 5 - Comparacgao de corticosteroides injetaveis

Concentragéo | Solubilidade | Dose

Preparacao Poténcia* (mg/mL) (% p/vol) | (mg)
Curta duragéo:
Acetato de y 25 0,002 5-25

hidrocortisona

Atuacdo moderada:

Acetato de 4 25 NA 5-25
prednisolona

Ace_tato de' 5 20, 40, 80 0,001 5-40
metilprednisolona

Longa atuacao

Acetonido de 5 10, 40 0,004 5-40
triancinolona

Hexacetonido de 5 20 0,0002 NA

triancinolona t

LEGENDA: NA = N&o se aplica; * = equivalente em hidrocortisona (por mg);
T = Ainsolubilidade o torna inviavel para usar em injecées em
tecidos moles.

FONTE: adaptado de (SPEED, 2001)

5.1 O efeito do corticoide nas lesdes da cartilagem articulares

A dor associada a OA é o resultado de alteragdes anatdmicas dentro da
articulagdo. A cartilagem € aneural, mas o osso subcondral, periosteo, ostedfitos,

ligamentos periarticulares, musculo, sindvia e capsula articular tém inervagao rica. Os
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corticosteroides intra-articulares aliviam a dor controlando a inflamagao e, em modelos
experimentais, mostraram reduzir a presenga de sinovite e inflamagado (PELLETIER
et al., 1987; RAYNAULD et al., 2003). Entretanto, nos joelhos em que ja ocorreram
alteragdes anatdbmicas mais graves, os efeitos anti-inflamatorios dos corticosteroides
intra-articulares tém menor probabilidade de serem eficazes. Outro aspecto que
diminui a eficacia dos corticosteroides é que a sindrome da dor cronica se desenvolve
em pacientes com OA mais avancada (MATZKIN et al.,, 2017). A dor nociceptiva
persistente esta associada a sensibilizagdo neurogénica central. Essa sensibilizag&o
amplifica os sinais de dor periférica, levando a sindrome da dor crbnica, que é
improvavel que melhore com inje¢des intra-articulares de corticosteroides (KWOH,;
HWANG, 2014, p. 159-168).

O primeiro ensaio clinico de injecao intra-articular de corticosteroides foi
publicado em 1958 (MILLER; WHITE; NORTON, 1958) e agora € endossado pelo
American College of Rheumatology e American Academy of Orthopaedic Surgeons .
Estas inje¢cdes sdo normalmente administradas por reumatologistas, cirurgides
ortopédicos e médicos de cuidados primarios em um ambiente ambulatorial
(RICHARDS et al., 2016). Estas aplicagdes podem ser indicadas apos a faléncia
terapéutica de AINE’s e paracetamol, mas alguns pesquisadores sugerem apenas
usa-los uma vez a cada trés meses por no maximo dois anos devido a efeitos
colaterais potencialmente negativos (BERT; BERT, 2014).

O mecanismo fundamental a eficacia anti-inflamatéria do corticosteroide é
multifatorial, mas geralmente envolve bloqueio da opsonizagdo do antigeno, adesé&o
das ceélulas leucocitarias e diapedese das citocinas no endotélio capilar. Os
corticosteroides também atenuam os efeitos da IL-1 pela supressédo da sua sintese
sinovial (PELLETIER; CLOUTIER; MARTEL-PELLETIER, 1993), diminuem a
liberacdo de leucotrienos e prostaglandinas e inibem a sintese das metaloproteinases
(provavelmente pela supressdo da expressdo génica), diminuindo a sintese de
possiveis ativadores fisioldgicos, como o ativador do plasminogénio / plasmina ou pelo
aumento do nivel de inibidores teciduais de metaloproteinases (UTHMAN;
RAYNAULD; HARAQUI, 2003). Baixas doses de corticosterodides intra-articulares sao
suficientes para suprimir o catabolismo e normalizar a sintese de proteoglicanos da
cartilagem, com isso conseguem reduzir, significativamente, a incidéncia e gravidade
das erosbes da cartlagem e formagdo de osteofito (PELLETIER; MARTEL-

95



PELLETIER, 1989), isso foi associado a uma diminuicdo na sintese de estromelisina
(tipo de metaloproteinase) pelos condrocitos (PELLETIER et al., 1994).

O uso de inje¢des de corticosteroides para o tratamento de lesdes ortopédicas
é altamente controverso ha décadas. O uso intra-articular de corticosteroides tem se
mostrado prejudicial em modelos animais. Quantidades crescentes de hidrocortisona
injetada nos joelhos de coelhos causaram a destruicdo da cartilagem articular com
aumento de fissuras condrais e de cistos subcondrais (BEHRENS; SHEPARD;
MITCHELL, 1975). Em outro estudo, injecbes intra-articulares de hidrocortisona
causaram uma diminuicdo dose-dependente na produgdo de matriz de cartilagem
(MANKIN; CONGER, 1966).

Os corticosteroides utilizados para injegao intra-articular variam de acordo
com a preferéncia de cada médico, mas geralmente incluem triancinolona,
betametasona e metilprednisolona (DOUGLAS, 2012). Existe consenso de que os
esterdides proporcionam alivio aos pacientes por aproximadamente uma semana
apos a injegao. No entanto, HEPPER et al. (2009) publicaram um artigo de reviséo de
trabalhos com evidéncia de nivel |, investigando a eficacia de esterdides versus
injecdes de placebo e ndo houve diferenga nos valores da dor avaliada pela escala
visual analdgica entre os grupos experimental e controle, trés a quatro semanas apos
o tratamento. Além disso, existem efeitos adversos nas injecdes de corticosteroides.
Hauser (2009) descreveu pela primeira vez evidéncias radiograficas de destruigao da
articulagdo do joelho e cartilagem apos varias inje¢des de corticosteroides. A
incidéncia de infeccéo articular apés administracdo de corticosteroides € rara, mas
pode chegar a um em cada trés mil pacientes, com uma taxa de mortalidade associada
de aproximadamente 11%. Complica¢des adicionais conhecidas incluem dor, atrofia
da pele, tendinopatia e hiperglicemia sistémica e estdo resumidas no Quadro 6
(FELSON, 2016; SCHUMACHER; CHEN, 2005).

Em um ensaio clinico randomizado, avaliou 140 pacientes com diagnostico
de OA dos joelhos, sendo que metade foram tratados com injegcdes trimestrais de
triancinolona e a outra metade com injegdes de solugao salina. Os autores concluiram
que o grupo que utilizou corticoide apresentou uma perda do volume da cartilagem
maior que o grupo controle e ainda nao obteve diferenga nem quanto a dor e nem
funcdo. Desta forma os autores ndo recomendam do uso de corticoides para o
tratamento de paciente com artrose de joelho sintomaticos (MCALINDON et al., 2017).
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Seria necessario encontrar outras vias alternativas para o tratamento destes

pacientes, sendo que uma delas é justamente o PRP (RICHARDS et al., 2016).

QUADRO 6 - Efeitos colaterais do tratamento com corticosterdides intra-articulares

Efeitos colaterais Métodos de mitigacdo
Evitar altas doses e multiplas injecbes
Efeitos sistémicos simultaneas, utilizar técnicas de injecéo
precisas

Enfraquecimento / ruptura do tendao,
atrofia da gordura, perda de massa
muscular, altera¢des no pigmento da
pele

Evitar inje¢cdes mal direcionadas.

Usar técnica asséptica, suspender a

Artrite séptica terapia em pacientes de risco.

Danos nos nervos e vasos sanguineos | Utilizar técnicas de injecao precisas.

Evitar a mesma preparacao para futuras

Sintomas pos-injegao / sinovite injecdes.

Flushing Evitar altas doses

Tomar cuidadosa histdria de alergia a

Anafilaxi :
alilaxia medicamentos

Evitar altas doses e injecbes

Artropatia esteroide excessivamente frequentes

FONTE: Adaptado de SCHUMACHER; CHEN (2005)

5.2 O uso do corticoide nas lesdes musculares e ligamentares

O uso de injegdes de corticoide em atletas tem sido realizado ha muitos anos.
No entanto, por uma variedade de razdes, tem havido uma falta de estudos clinicos
que efetivamente avaliem essa intervencgéo. Tradicionalmente, o uso dessas injegdes
terapéuticas para tratar varias lesdes dos tecidos moles tem sido visto como um tabu
(ORCHARD, 2001) e a maioria das publicagbes que citam o uso local destas
medicagdes relacionam o procedimento a uma lesdo no final da carreira do atleta
(POLSKY, 1998).

Ha anos existe um estigma ao redor no uso de injegdes de corticoides para o
tratamento de lesGes ligamentares e musculares. Uma possibilidade do inicio deste
conceito, pode ter tido inicio com trabalhos da década de 70, como o de Noyes et al.

o7



ligamento cruzado anterior (modelo animal) reduz significativamente a sua forga, o
seu ponto de falha e a sua capacidade de absorgdo de energia. O conceito foi
reforcado por Acevedo e Beskin (1998) quando publicaram uma série de 765
pacientes com fasceite plantar e concluiram que a ruptura da fascia plantar apos a
injecdo de corticosteroide resultou em sequelas de longo prazo dificeis de serem
reparadas. Outro trabalho que mostrou altas taxas de ruptura da fascia plantar
associadas a injegbes de triancinolona foi publicado em 1994 (SELLMAN, 1994).
Apesar de todo o historico negativo do uso extra articular das injegdes de corticoide,
elas sao, frequentemente, usadas tanto para diminuir a dor quanto com o objetivo de
curar certas condigdes. O seu uso clinico € amplo, sendo feito, principalmente, em um
consultério ou outro ambiente ambulatorial, com baixas taxas de complicagdes.
Embora a maioria das complica¢des seja rara e secundaria, ainda € importante discutir
essas possiveis complicagbes com os pacientes antes da injecdo (HONCHARUK;
MONICA, 2016).

O uso de glicocorticoides para lesées musculares é controverso. Em modelos
animais, os resultados indicam que os corticosteroides podem ser benéficos a curto
prazo, mas causam danos irreversiveis a cicatrizagdo muscular em longo prazo,
incluindo estruturas de fibras desordenadas e uma diminuicdo acentuada na
capacidade de geracdo de forca (BEINER et al., 1999). Uma unica injecdo de
dexametasona apos lesdao muscular em ratos causou redugdes na interleucina-13 e
no fator de crescimento transformador-31 (TGF-31), com melhora da contratilidade
nos estagios iniciais de recuperagao; nenhum efeito adverso foi observado em longo
prazo (HAKIM et al., 2005).

Em uma série de casos de 3 arremessadores de beisebol profissionais com
lesbes no musculo obliquo interno (mas sem controles), a injecdo guiada por
ultrassom de anestésico local e corticoide levou a um alivio significativo da dor em
dias, a capacidade de lancar a velocidade maxima dentro de 3 semanas e retornar a
jogar em 5 semanas (STEVENS et al., 2010). Resultados positivos também foram
relatados com injecao de corticosteroide intramuscular para lesdes nos isquiotibiais
em jogadores profissionais de futebol americano. Oitenta e quatro por cento dos
jogadores com lesdes isquiotibiais graves com defeitos palpaveis foram capazes de
voltar a jogar sem perder nenhum jogo e com nenhum déficit de forga no exame final
(LEVINE et al., 2000).

58



Apesar do corticoide ser utilizado ha anos para tratar lesdes ligamentares e
musculares, as evidencias cientificas ainda sao inconclusivas, mais consideragao
deve ser dada a experiéncia do médico e as discussdes com o paciente em relagao
aos objetivos de cada paciente, seu estado de saude, opgbes alternativas e
complicagdes associadas (HONCHARUK; MONICA, 2016).

5.3 O uso do corticoide nas lesdes de tendao

Os corticosteroides locais sdo usados para reduzir a inflamag&o em pacientes
com tendinopatias cronicas (BMJ, 1995). No entanto, a inflamagdo ndo € uma
caracteristica importante em muitas dessas lesdes e, se presente, € um componente
vital da resposta de cura. Inibir este processo pode resultar em um resultado abaixo
do ideal (WONG; HOLLINGER; PINERO, 1996). Além disso ha relatos antigos de
casos de ruptura de tenddes apos a injecao de corticoides (GOTTLIEB; RISKIN, 1980;
UNVERFERTH; OLIX, 1973). Por isso, mais uma vez é importante observar novos
tratamento que interfiram no processo bioldgico da cura das diferentes tendinopatias
e garantam tanto a redugédo da dor do paciente quanto a integridade do tecido do
tenddo (BOESEN et al., 2017).
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6 LEGISLAGAO PARA O USO DO PRP

O uso ndo-transfusional do Plasma Rico em Plaquetas é regulamentado, no
Brasil, pela Geréncia de Sangue, Tecidos, Células e Orgéos (GSTCO), da Geréncia
Geral de Produtos Bioldgicos, Sangue, Tecidos, Células e Orgéos (GGPS), da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e deve seguir os principios
fundamentais da Politica Nacional para Regulamentagdo de Medicamentos com
controle de qualidade e seguranga de producgao e eficiéncia comprovada.

A comunidade cientifica ja apresentou volumosa evidéncia dos beneficios do
uso do PRP e seus subprodutos nas mais variadas areas da medicina. Ainda continua
numa busca constante para melhorar os niveis de evidéncias, para isso, basta
observar o numero crescente de publicagdes sobre o tema no PUBMED nos ultimos
anos.

Na Espanha, por meio da Resolugdo 1275/2011 (AGENCIA ESPANOLA DE
MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS SANITARIOS (AEMPS), 2013) e nos EUA, por
meio do Cddigo Regulatorio Federal 21CFR640.34 (U.S FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION (FDA), 2018), suas agéncias regulamentam, asseguram e
controlam a utilizagdo do PRP para fins terapéuticos.

Apesar dos variados fundamentos, sejam eles cientificos ou seja pelo suporte
legal ancorado em outras agéncias internacionais, a ANVISA ainda considera o PRP
sem comprovado grau de utilidade (GERENCIA DE SANGUE, TECIDOS, CELULAS
E ORGAOS/GERENCIA GERAL DE PRODUTOS BIOLOGICOS, SANGUE,
TECIDOS E CELULAS/ANVISA, 2015). A Norma Técnica No. 12/2015 da ANVISA
que considera os PRP ainda de uso experimental, baseou sua deliberacdo no Parecer
20/2011 do Conselho Federal de Medicina (CFM), datado de 12 de julho de 2011 e
assinado por apenas 01 Conselheiro. Alguns anos depois, o proprio CFM divulgou a
Resolucdo No. 2.128/2015 que ratificou o conceito de que o PRP deve ser limitado a
experimentagcdo clinica, conduzidas dentro instituigbes habilitadas, dentro dos
protocolos do sistema CEP/CONEP.

Baseado na Resolugédo 2.128/2015 do CFM a Agéncia Nacional de Saude
Suplementar (ANS) divulga o Parecer Técnico n° 04 GEAS/GGRAS/DIPRO/2018
(ANS, 2018), o qual ratifica mais uma vez que o procedimento de aplicagdo de plasma

rico em plaquetas é considerado experimental e aproveita para retirar todas as formas
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de preparagdo do PRP do Rol de Procedimentos com cobertura obrigatéria pelas
operadoras de planos de saude.

No Brasil, até o presente momento, s6 houve liberagdo do PRP na area
odontoldgica, assegurada pela Resolugédo 158/2015 (CONSELHO FEDERAL DE
ODONTOLOGIA (CFO), 2015), estando as demais areas limitadas ao estudo
experimental.

Os paises europeus vém utilizando o PRP com grande éxito, principalmente
em atletas de alta performance, possibilitando um processo regenerativo de lesdes
bem mais rapida e eficiente. Sendo assim, vé-se que o Brasil necessita de avangos
cientificos que visem a implementagcdo do PRP, englobando desde sua produgéo a
sua potencial utilizagcdo como método minimamente invasivo e que pode beneficiar
inumeras pessoas a alcancar mais do que uma recuperag¢ao de uma lesdo, mas sua

autonomia e dignidade humana.
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7 MATERIAIS E METODOS

Esta tese foi dividida em trés capitulos: dois estudos clinicos (Artigo 1 e Artigo
2) e uma Patente de Invencéo.

7.1 Desenho de estudo

Os dois artigos foram desenvolvidos com metodologias semelhantes e ambos
se desenvolveram sob o desenho metodolégico de ensaio clinico randomizado,

controlado, intervencionista e duplo cego

7.2 Populagao de estudo

Os dois ensaios clinicos foram desenvolvidos com os pacientes atendidos no
servico de ortopedia do Centro de Especialidades Médicas da Universidade
Tiradentes (UNITmed) no ano de 2017.

7.2.1 Objeto de estudo — Artigo 1

Pacientes com diagnoéstico radiografico de artrose de joelho.

7.2.2 Objeto de estudo — Artigo 2

Pacientes com diagndstico clinico de Sindrome do Impacto do Manguito

Rotador.

7.3 Alocacgao, calculo amostral e randomizagao

Nos dois estudos os pacientes foram divididos em dois grupos de intervencéo,
um grupo denominado Corticoide e outro denominado PRP, sendo que no primeiro o
farmaco utilizado foi o corticoide e no segundo a injecdo foi de Plasma Rico em
Plaquetas.

Para o calculo da amostra de ambos os estudos, foi estipulado o nivel de
significancia bicaudal de 95%, poder (% probabilidade de detecgdo) de 80%, e
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diferenga de risco entre os grupos de 33 (Diferenca de prevaléncia = 40%) e raz&o de
alocagao (1:1) igual para os grupos, chegando a um valor de 25 sujeitos em cada
50 individuos em cada um dos estudos. Os calculos foram realizados utilizando a
plataforma on-line OpenEpi.com (DEAN; SULLIVAN; SOE, 2013).

Os pacientes foram organizados por randomizagdo computadorizada em
bloco listados, previamente, em cada um dos grupos de intervengdo. Para manter a
caracteristica de duplo cego, o sangue periférico foi colhido de todos os pacientes.
Apos identificacdo do tratamento para o paciente, um dos colaboradores da pesquisa
fazia o preparo da injecdo a ser usada e a entregava envolta de fita adesiva opaca
para o medico responsavel pela aplicacdo. Desta forma, nem o paciente sabia o que
estava sendo injetado, nem o médico identificava o que estava sendo aplicado.

7.4 Critérios de inclusao

7.4.1 Critérios de inclusdo — Artigo 1

Os critérios de inclusao utilizados foram: idade entre 30 e 90 anos, presenca
de osteoartrite graus Il a IV, segundo a escala de Kellgreen e Lawrence (SCHIPHOF,;
BOERS; BIERMA-ZEINSTRA, 2008), auséncia de demais doencgas inflamatdrias
reumaticas, auséncia de tratamento anterior com corticoide venoso, injetavel ou oral

nos ultimos 12 meses.
7.4.2 Critérios de inclusdo — Artigo 2

Os critérios de inclusdo utilizados foram: idade entre 18 e 60 anos, auséncia
de capsulite adesiva, auséncia de rotura completa de manguito rotador visualizada na
ultrassonografia, teste de Neer positivo, auséncia de demais doengas inflamatorias
reumaticas, auséncia de tratamento anterior com corticoide venoso, injetavel ou oral

nos ultimos 12 meses.

7.5 Critérios de exclusao

63



Em ambos os artigos, os critérios de exclusdo foram: doenga que
impossibilitasse seguimento, perda de seguimento, uso de corticoide oral ou venoso
durante o seguimento, hemoglobina do sangue periférico, coletado no dia a aplicagéo,
menor que 11g/dl e/ou contagem de plaquetas menor que 150000/mm?.

7.6 Preparo do PRP

Os pacientes, apos identificagao e avaliagao clinica, eram encaminhados para
a sala de coleta, onde eram coletados 15 mL de sangue periférico em tubos a vacuo
de 5 ml cada, contendo citrado de sodio a 3,2%, por meio de agulha 22G. Os tubos
eram posicionados de forma equilibrada nas centrifugas com rotor de angulo fixo e
sangue passava pela 12 centrifugagédo (1500rpm/250g por 6 min). A coluna superior
era, entdo, aspirada e submetida a uma 22 centrifugagao (3500rpm/1372g por 15 min),
obtendo plasma pobre em plaqueta e o botdo eritrocito-plaquetario. Dois tercos do
volume do PPP era descartado, e o restante era utilizado para suspender o botao
eritrocito-plaquetario, formando 3 mL do LP-PRP (pobre em leucécitos) para injecao.

7.7 Injecéo do Corticoide

7.7.1 Corticoide — Artigo 1

O corticosteroide utilizado no estudo dos paciente com artose do joelho foi o
hexacetonida de triancinolona (Triancil®, Apsen Farmacéutica, Brasil). A infiltragao foi
realizada com a administracdo intra-articular de 2,5 mL do corticoide, na concentragéo
de 20mg/mL, sem agente diluidor.

7.7.2 Corticoide — Artigo 2

No estudo do manguito rotador o corticoide precisou ser alterado para
dipropionato de betametasona + fosfato dissédico de betametasona (Diprospan®,
Mantecorp-Farmasa, Brasil), pois, 0 uso da triancinolona que tem solubilidade muito
baixa, € proibitivo no tratamento de lesdes de tenddes, conforme orientado por Speed
(2001), devido ao alto risco de ruptura tendinea.
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7.8 Avaliagéao clinica

7.8.1 Avaliagao clinica — Artigo 1

Para avaliar resposta terapéutica foram utilizados os questionarios KSS (Knee
Society Score) e WOMAC (Western Ontario McMaster Universities Osteoarthritis
Index), validados e padronizados para a lingua portuguesa (BELLAMY et al., 1988;
SILVA et al., 2012).

O primeiro foi a vers&o traduzida do KSS (SILVA et al., 2012). Este € um
questionario que combina informagdes subjetivas e objetivas sobre o aspecto
funcional do paciente, como a habilidade em caminhar, subir e descer escadas, e as
caracteristicas associadas ao joelho como a dor, estabilidade e amplitude de
movimentagdo. O KSS avalia o quadro clinico do paciente quanto a dor e grau de
comprometimento da mobilidade e estabilidade em diversos planos. Assim, quanto
maior a pontuagado no KSS, mais clinicamente relevante é a resposta terapéutica
(DINJENS et al., 2014).

O segundo questionario foi o WOMAC, que contém 17 questdes em relagéo
ao grau de dificuldade para realizar atividades da vida diaria, a fim de avaliar a
funcionalidade do paciente, dor e rigidez articulares. Quanto maior o escore, pior a
fungéo (BELLAMY et al., 1988; OLIVEIRA et al., 2012). Neste questionario, foi utilizado
como critério de diferenga clinica relevante uma possivel redu¢ao de 16% do valor
total do WOMAC, realizado antes da intervengdo (HMAMOUCHI et al., 2012).

Os pacientes foram avaliados por meio desses questionarios, antes do
procedimento, apds 1 més e apds 6 meses da infiltragcao.

7.8.2 Avaliagao clinica — Artigo 2

Para avaliar resposta terapéutica foram utilizadas as ferramentas:
questionario DASH (The Disabilities of the Arm, Shoulder and Hand), (WAJNGARTEN;
CAMPOS; GARCIA, 2017), utilizado para avaliar as propriedades psicométricas de
pacientes com doengas do ombro, geralmente em conjunto com outros instrumentos;
Constant Shoulder Score (VROTSOU et al.,, 2018), utilizado para a avaliar a
incapacidade funcional e as propriedades psicométricas, principalmente as doencas
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subacromiais do ombro; UCLA Shoulder Rating Scale (VASCELLARI et al., 2018),
utilizado para avaliar a dor e fungdo do ombro em paciente com doencas desta
articulagao.

Os pacientes foram avaliados antes do procedimento, e depois de 1 més, 3

meses e 6 meses da intervengao.

7.9 Analise estatistica

As informagdes dos estudos alimentaram um banco de dados construido no
software SPSS™ for Windows, versédo 21.0. As caracteristicas demograficas foram
apresentadas em frequéncias, percentuais e respectivos intervalos de confianca de
95% (IC95%) para as variaveis categoricas e em média e desvio-padrdo ou mediana
com percentis 25 e 75 para as variaveis continuas.

A comparagao entre médias foi realizada por meio de métodos parameétricos
(testes t student e ANOVA) ou ndo paramétricos (Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney)
para variaveis continuas e x2 (qui-quadrado) para variaveis categoricas, conforme o
tipo de distribuicdo assumida pela variavel. Para analise dos fatores associados a
variavel desfecho, foram determinadas as prevaléncias com suas respectivas razoes.
Em seguida utilizou-se um modelo logistico para determinagao das razdes de chances
(Odds ratio) simples e ajustadas. Foi utilizado o Tukey's Multiple Comparison Test
para a avaliagcao entre as terapias nos periodos selecionados no primeiro estudo. Ja,
no segundo estudo, para avaliar as comparagdes entre os 4 momentos, foi aplicado o
teste de Anova de 1 fator com um pos-teste de Bonferroni. O nivel de significancia
estatistica considerado, para todos os testes, foi p=0,05, em analises univariadas.

7.10 Comité de ética

Os dois estudos foram protocolados e aprovados para execucgao pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Tiradentes- CEP/UNIT Anexo | e II.
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EFEITO COMPARATIVO ENTRE A INFILTRAGAO DE PLASMA RICO EM
PLAQUETAS E O USO DE CORTICOSTEROIDES NO TRATAMENTO DE
OSTEOARTRITE DO JOELHO: ESTUDO CLINICO PROSPECTIVO E
RANDOMIZADO

Comparative effect between infiltration of platelet-rich plasma and the use of
corticosteroids in the treatment of knee osteoarthritis: A prospective and randomized

clinical trial

RESUMO

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi analisar a eficacia do uso de PRP, obtido
do sangue periférico e autdlogo dos pacientes, na redugcédo das queixas algicas e
melhora funcional dos pacientes portadores de osteoartrite de joelhos, em
comparagao ao tratamento padrdo com injegdo de corticosteroides de depdsito,
como a triancilonola. Métodos: Os pacientes foram acompanhados clinicamente na
consulta pré-infiltrativa, com avaliacdo quantitativa através das escalas KSS,
WOMAC Score e Kellgren/Lawrenc. Além disso, foram reavaliados com as mesmas
escalas apdés um més e seis meses de intervengdo com 2,5 ml de acetato de
Triancinolona ou 5 ml de PRP. O estudo foi realizado em 50 pacientes portadores de
osteoartrite de joelhos atendidos em Centro de Especialidades Médicas, divididos
em amostras equivalentes randomizadas para cada terapia. Resultados: No
presente estudo, verificamos a redugdo dos valores em escalas algicas, como o
WOMAC score, e elevagdes das pontuacdes em escalas funcionais, como o KSS,
evidenciadas em 180 dias ao utilizarmos o PRP, uma terapia realizada a partir do
sangue autologo do paciente e com menos efeitos colaterais. Conclusdo: Embora
ambas as terapias com PRP e corticosteroides tenham se mostrado eficazes na
reducdo das queixas algicas e na recuperagdo funcional, houve diferenca
significativa entre as terapias aos 180 dias. De acordo com os resultados obtidos, o
PRP demonstrou-se mais duradouro em 180 dias para o tratamento da osteoartrite
de joelhos.
Palavras-chave: Osteoartrite, Corticoterapia, Plasma rico em plaquetas
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ABSTRACT

Objectives: The objective of the present study was to analyze the efficacy of PRP,
obtained from the peripheral and autologous blood of the patients, in the reduction of
pain complaints and functional improvement of the patients with osteoarthritis of the
knees, compared to the standard treatment with corticosteroid injection such as
triancilonola. Methods: Patients were followed up clinically at the pre-infiltrative visit,
with quantitative evaluation using the KSS, WOMAC Score and Kellgren / Lawrenc
scales. In addition, they were reevaluated with the same scales after one month and
six months of intervention with 2.5 ml Triamcinolone acetate or 5 ml PRP. The study
was performed on 50 patients with knee osteoarthritis treated at the Medical Specialty
Center, divided into randomized equivalent samples for each therapy. Discussion:
According to the results obtained, in the pre-test study and until the end of the
analysis, although op was significant in both therapies (p<0.05), PRP obtained better
long-term therapeutic results, as confirmed the data found in the current literature on
the subject. Results: In the present study, we verified the reduction of pain scores,
such as the WOMAC score, and elevations of functional scales, such as KSS,
evidenced in 180 days when using PRP, a therapy performed from the autologous
blood of the patient and with fewer side effects. Conclusion: Although both PRP and
corticosteroid therapies have been shown to be effective in reducing pain complaints
and functional recovery, there was a significant difference between therapies at 180
days. According to the results obtained, PRP was shown to be more durable within
180 days for the treatment of osteoarthritis of the knees.

Keywords: Corticosteroids, Osteoarthritis, Platelet-rich plasma
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INTRODUGAO

A osteoartrite € a doencga articular mais comumente encontrada nas

populagdes ocidentais e caracteriza-se por afetar principalmente quadris, joelhos,

maos e pés.1’2 E responsavel pela incapacidade funcional progressiva e pela

presenca de diversos fatores etiologicos, como a idade, obesidade, fatores

ocupacionais e genéticos, contribuintes para seu surgimento.3
Segundo estudos epidemiologicos em todo o mundo, a prevaléncia da

osteoartrite € positivamente associada com o aumento da idade e ao sexo feminino,

numa proporcéo de 5,3 mulheres para cada 3,6 homens acometidos.:2

A perda da homeostasia entre a sintese e degradacédo da matriz cartilaginosa

constitui a base fisiopatolégica da osteoartrite.6 Nesses pacientes, os condrdcitos e
células sinoviais produzem niveis elevados de citocinas pré- inflamatérias, como a IL-
18 e o TNF-a, que, por sua vez, estimulam metaloproteinases, outras interleucinas

(IL-6, IL-8), prostaglandina E2 e o6xido nitrico, também estimulado por estresse

mecanico.”

A progresséao das lesdes condrais articulares seria a principal causa de dor
noturna, rigidez, edema e comprometimento da mobilidade articular, afetando
negativamente a qualidade de vida, bem-estar emocional do paciente (especialmente

os idosos) e estado geral de saude.8
Os joelhos sao as grandes articulagdes mais comumente afetadas, resultando
em sintomas incapacitantes que comprometem a qualidade de vida em

aproximadamente 10% das pessoas com mais de 55 anos, um quarto delas

severamente acometidas pela imobilidade.8:9
Diversos medicamentos orais para alivio da dor estdo disponiveis e sao
considerados eficazes nas fases precoces da doenca. Entretanto, o tratamento

sempre deve ser multifatorial, uma vez que a prescrigdo farmacoldgica isolada ndo é

suficiente para o controle desejado da osteoartrite. 1,9

Os tratamentos através de procedimentos de infiltragdo s&o normalmente

reservados para pacientes com resposta insatisfatoria aos regimes orais.10
Infiltragbes com acido hialurénico foram usadas por décadas, porém seu uso tem sido
desencorajado devido ao alto risco de efeitos adversos e beneficio irrelevante quando

72



comparado as injegdes intra-articulares de corticosteroides.11:12 Dessa maneira, os

corticosteroides injetaveis sdo amplamente utilizados no tratamento sintomatico da

osteoartrite de joelhos, entretanto a sua eficacia parece ser limitada a um meés.12

A utilizacdo de infiltrado de plasma rico em plaquetas (PRP) é considerado
um tratamento regenerativo emergente para a degeneragéo causada pela osteoartrite,
uma vez que a degranulacédo de plaquetas leva a liberagdo de diversos fatores de

crescimento e citocinas que desempenham um papel crucial na homeostasia
articular.13 Assim, a utilizacdo de PRP deve promover a quimiotaxia celular, sintese

de matriz e proliferagao da cartilagem.14

Recentemente, PRP passou a ser utilizado para o tratamento de osteoartrite
de joelhos, entretanto as evidéncias clinicas ainda ndo sdo claras devido a falta de
estudos padronizados quanto ao intervalo, volume e frequéncia de infiltracdo do

plasma.15,16

O objetivo do presente estudo foi analisar a eficacia do uso de PRP, obtido do
sangue periférico e autdlogo dos pacientes, na redugao das queixas algicas e melhora
funcional dos pacientes portadores de osteoartrite de joelhos, em comparagéo ao
tratamento padrdo com injecédo de corticosteroides de depdsito, como a triancilonola.

MATERIAL E METODOS

O estudo é de carater randomizado, controlado, longitudinal, duplo cego,
comparativo, descritivo e analitico. Foi realizado com pacientes portadores de
osteoartrite de joelhos atendidos no Centro de Especialidades Médicas UNIT
(UNITMED). Os pacientes foram organizados por randomizagdo em bloco, cuja unica
especificagcado foi a quantidade equivalente entre os pacientes, e designados para
receber o tratamento com plasma rico em plaquetas, compondo o grupo intervengéo,
ou receber injegao de corticosteroides, compondo o grupo controle.

O numero de componentes da amostra foi estimulado para que tenha intervalo
de confianga de 95%, poder de 80% e diferenca entre grupos de 20%, chegando a
um valor de 25 pessoas no grupo intervengao, e 25 no grupo controle, totalizando 50
individuos. Para manter a caracteristica de duplo cego, sangue periférico foi colhido

de todos os pacientes.
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Para obtencdo do PRP, foi utilizado o protocolo de dupla centrifugacao

descrito inicialmente por Sonnleitner et al.17 e validado por Messora et. al.18 Nesse
protocolo, foram coletados 15 ml de sangue periférico em tubos a vacuo de 5 ml
contendo citrato de sodio a 3,2%. Esse material foi enviado para primeira
centrifugacédo, e a coluna superior foi entdo aspirada e novamente centrifugada,
obtendo plasma pobre em plaqueta (PPP) e o botéao eritro- plaquetario. Do volume
obtido, 2/3 do PPP foi descartado, e o restante foi utilizado para suspender o botéo
eritro-plaquetario, formando o PRP em 5 ml para solugédo injetavel.

O corticosteroide utilizado foi o acetato de triancinolona (Triancil®, Apsen
Farmacéutica, Brasil). A infiltragcdo foi realizada com a administragao intra-articular de
2,5 ml do corticoide, na concentragdo de 20mg/ml, sem agente diluidor.

Ambas as infiltragdes foram feitas na regido intra-articular supero-lateral do
joelho operado apds bot&do anestésico com 2ml de lidocaina a 2%, sem vasoconstritor.
ApOs injecdo, os pacientes permaneceram em decubito dorsal sem movimentagéo do
membro injetado por 5 minutos.

Ap0s conferir qual tratamento seria realizado para o paciente, seguindo a lista
de randomizagdo em bloco previamente gerada, um dos pesquisadores fez o
envelopamento da seringa com esparadrapo opaco. Essa seringa foi entdo entregue
para o médico responsavel pelas infiltragcbes, mantendo o mascaramento da
intervencao para o paciente e para o medico.

As variaveis analisadas em cada grupo foram as seguintes: ldade, sexo, idade
média de diagndstico, hipertensdo, obesidade, diabetes, realizagdo de cirurgia
ortopédica prévia em joelho analisado.

Os critérios de inclusao utilizados foram: idade entre 30 e 90 anos, presenca

de osteoartrite graus Il a IV, segundo a escala de Kellgreen e Lawrence 19, auséncia
de demais doencas inflamatérias reumaticas, auséncia de tratamento anterior com
corticoide IV, injetavel ou oral nos ultimos 12 meses e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido.

Os critérios de exclusdo foram: doenga que impossibilite seguimento, perda
de seguimento, uso de corticoide oral ou IV durante o periodo de seguimento e
hemoglobina menor que 11g/dl, contagem de plaquetas menor que 150000/mm?3.

Para avaliar resposta terapéutica foram utilizados os questionarios KSS (Knee
Society Score) e WOMAC (Western Ontario McMaster Universities Osteoarthritis
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Index), validados e padronizados para a lingua portuguesa.zo’21 O primeiro foi a
versao traduzida do Knee Society Score (KSS)(20), que consiste num questionario
que combina informagdes subjetivas e objetivas sobre o aspecto funcional do
paciente, como a habilidade em caminhar, subir e descer escadas, e as caracteristicas
associadas ao joelho como a dor, estabilidade e arco de movimentagdo. O KSS avalia
0 quadro clinico do paciente quanto a dor e grau de comprometimento da mobilidade
e estabilidade em diversos planos. Assim, quanto maior a pontuagdo no KSS, mais

clinicamente relevante foi a resposta terapéutica.22 O segundo questionario foi o
WOMAC, que contém 17 questbes em relagdo ao grau de dificuldade para realizar
atividades da vida diaria, a fim de avaliar a funcionalidade do paciente, dor e rigidez.

Quanto maior o escore, pior a fungéo.21,23 Neste questionario, foi utilizado como

critério de diferencga clinica relevante uma possivel reducdo de 16% do valor total do

WOMAC, realizado antes da intervengéo.24
Os pacientes foram avaliados antes do procedimento, apdés um més e apods 6
meses do ato infiltrativo com esses questionarios. A classificacdo de

KeIIgren/Lawrence19 foi utilizada em avaliagdo pré-infiltrativa por ortopedista e
reumatologista experiente.

Estas informagdes alimentaram um banco de dados construido no software
SPSS for Windows, versao 21.0. As caracteristicas demograficas foram apresentadas
em frequéncias, percentuais e respectivos intervalos de confianga de 95% (IC95%)
para as variaveis categoricas e em média e desvio- padrao ou mediana com percentis
25 e 75 para as variaveis continuas.

A comparagao entre médias foi realizada através de métodos paramétricos
(testes t student e ANOVA) ou ndo paramétricos (Kruskal-Wallis ou Mann- Whitney)
para variaveis continuas e x2 (qui-quadrado) para variaveis categoricas, conforme o
tipo de distribuicdo assumida pela variavel. Para analise dos fatores associados a
variavel desfecho, foram determinadas as prevaléncias com suas respectivas razoes.
Em seguida utilizou-se um modelo logistico para determinagao das razdes de chances
(Odds ratio) simples e ajustadas. Foi utilizado o Tukey's Multiple Comparison Test
para a avaliagao entre as terapias nos periodos selecionados.

O nivel de significancia estatistica considerado, para todos os testes, foi
p=0,05, em analises univariadas. A pesquisa assegura a confidencialidade e a
privacidade dos profissionais participantes, garantindo a nao-utilizagdo das
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informagdes do questionario em prejuizo das pessoas envolvidas. O projeto foi

aprovado pelo comité de ética, seguindo as recomendacgdes orientadas.

RESULTADOS

Os dois grupos estudados apresentaram quantitativo semelhante apos a
distribuicdo randémica, ficando alocados 25 pacientes em cada um dos grupos. Apds
a inclusdo no estudo, n&o houve perda de seguimento ou exclusdo de nenhum dos
pacientes.

Na analise demografica da populagao estudada foi encontrada uma média de
64,15 (x 8,02) anos no grupo de pacientes cuja terapéutica foi o PRP e de 60,21 (+
5,92) anos no grupo de pacientes cuja terapéutica foi a infiltragdo com corticosteroides
(p=0,01). Dentre os individuos avaliados, a frequéncia de pessoas do sexo feminino
foi de 84% (n = 42).

No presente estudo, 90% dos pacientes encontravam-se entre o grau Il e lll
da escala de KL, sendo que a distribuigdo entre os grupos esta detalhada na tabela 1.

Tabela 1 - Proporcdo de pacientes avaliados pela escala de

Kellgren/Lawrence de acordo com a terapia submetida

Kellgren / PRP (%) Corticoide (%)

Lawrence

I - 1(4)

Il 10 (40) 10 (40)
[ 11 (44) 14 (56)
v 4 (16) -

Com relacdo as comorbidades, pelos resultados encontrados na tabela 2,
pode-se dizer que ndo ha associacao entre as comorbidades e a terapia escolhida de
acordo com a selegao dos grupos.

Tabela 2 - Comorbidades entre os pacientes selecionados de acordo com a terapia

PRP (%) Corticosteroide P

(%)

Obeso 76 88 0,46
Nao Obeso 24 12
HAS 64 68 0,76
N&o hipertenso 36 32
Diabético 24 16 0,48
N&o diabético 76 84
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Com relacdo a evolugdo da pontuacao na escala de Womac no periodo
estudado, a média encontrada nos pacientes que utilizaram corticosteroides variou de
63,93 (AT = 0), 30,06 (AT = 30) e 47,36 (AT = 180) pontos. Comparativamente, as
pontuagdes utilizando a mesma escala em pacientes cuja terapéutica foi o PRP foram
encontrados valores médios de 73,94 (AT = 0), 21,96 (AT = 30) e 32,8 (AT = 180)
pontos. Esta evolugcdo da queixa algica pode ser melhor observada na figura 1.

Ja em relagdo ao KSS, os valores médios obtidos no grupo de pacientes
infiltrados com corticosteroides foram de 49,96 (AT = 0), 70,92 (AT = 30) e 66,92 (AT
= 180) pontos. No grupo dos pacientes tratados com PRP foram encontados os
seguintes valores: 42,44 (AT = 0), 75,12 (AT = 30) e 75,36 (AT= 180) pontos. A
evolugao da funcionalidade dos pacientes pode ser melhor observada na figura 2.

De acordo com esses resultados, houve diferengca significativa com
favorecimento da terapia com o PRP em 180 dias em relagdo as escalas Womac e
KSS. Por outro lado, n&o houve diferenga entre os grupos de estudo nos primeiros 30
dias pds-tratamento. Também como demonstrado nas figuras 1 e 2, tanto o grupo
corticoide, quanto o grupo PRP evidenciaram melhora significativa na escala de
Womac e KSS nos 30 dias e 180 dias pés-infiltragéo.

Dessa maneira, os resultados obtidos ao se utilizar a terapia com plasma rico
em plaguetas demonstrou-se mais duradoura, com recuperagao funcional mais

evidente e redugao das queixas algicas.
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Figura 1 - Avaliacdo das respostas terapéuticas de acordo com a

terapia com Womac avaliada em 0, 30 e 180 dias. (# =p <
0,05; ** = p < 0,01; *** =p < 0,001).
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Figura 2 - Avaliacdo das respostas terapéuticas de acordo
com a terapia com KSS avaliada em 0, 30 e 180 dias.
(#=p<0,05;**=p<0,01; ™ =p<0,001).

DISCUSSAO

O tratamento da osteoartrite de joelhos se inicia com uma conduta
conservadora que envolve uma combinagao de analgésicos, AINES e fisioterapia.
Conforme a complexidade do quadro ascende, outros métodos terapéuticos tornam-
se importantes, como o uso de corticosteroides injetaveis, acido hialurénico e, mais
recentemente, infiltracdo de plasma rico em plaquetas. Os pacientes que usam AINEs
e analgésicos apresentam melhor resposta terapéutica que os que usam placebo,
embora revisdes de literatura considerem que evidéncias dos AINEs no tratamento de

osteoartrite de joelhos s&o limitadas a casos leves a moderados.2° A fisioterapia,
comumente aplicada em pacientes portadores de osteoartrite de joelho, baseia-se na
capacidade de manutencido de condicionamento fisico, flexibilidade e fortalecimento

do musculo quadriceps em auxilio ao tratamento medicamentoso.26 As injecdes sao

utilizadas como terapias em pacientes néao responsivos a medicagao oral. 11

Injegbes com acido hialurénico foram usadas por décadas, porém, seu uso
tem sido desencorajado devido ao alto risco de efeitos adversos e beneficio irrelevante
quando comparado as injegdes intra-articulares de corticosteroides. Além disso, o uso
de acido hialurénico ndo é subsidiado para o tratamento de acordo com as

recomendagdes e guidelines mais atuais.11:27 Dessa maneira, os corticosteroides
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injetaveis sdo amplamente utilizados no tratamento sintomatico da osteoartrite de
joelhos, entretanto a sua eficacia parece ser limitada a um més, e repeticbes do

procedimento podem ser necessarias, o que pode ser realizado até trés vezes por ano

na mesma articulagéo.12

Dessa maneira, os dados encontrados no presente estudo corroboram com o
fato de que o efeito terapéutico dos corticosteroides € mais curto (até 30 dias),
enquanto o perfil de melhora algica prolongou-se até 180 dias ap6s o uso de PRP.

O plasma rico em plaquetas (PRP) € uma modalidade de tratamento em

constante evolu¢gado que vem ganhando importéncia na ateng&o primaria, reabilitagcao
e medicina desportiva.‘|5 PRP é uma solugcdo concentrada de plaquetas preparada

com sangue autdlogo, o que o torna um tratamento seguro para o uso clinico.19

Estudos demonstraram que a administragdo da injegao intra-articular de PRP pode

oferecer melhor qualidade de vida até mesmo apdés um ano de tratamento.16:28 O
presente estudo avaliou que, em comparagao com os corticosteroides, valores mais
significativos quanto a melhora clinica foram encontrados, especialmente a longo
prazo da infiltracdo (180 dias). Ambos os pacientes obtiveram melhora do quadro
algico e funcional em 30 dias e em 180 dias, porém, os pacientes em uso da infiltragao
com PRP obtiveram melhora mais importante do quadro algico em numeros absolutos.
Além disso, houve uma discreta redugao da qualidade (5,6%) no grupo de pacientes
que utilizou corticosteroide intra-articular entre 30 e 180 dias, embora tenha se
mantido estatisticamente mais significante do que no periodo pré- infiltrativo.

No presente estudo, verificamos a redugdo dos valores em escalas algicas,
como o WOMAC score, e elevagdes das pontuagdes em escalas funcionais, como o
KSS, mais evidentes a longo prazo (180 dias) ao utilizarmos o PRP. Embora ambas
as terapias sejam eficazes e nao haja significancia entre as terapias, os resultados
sdo importantes para aplicabilidade dessa modalidade terapéutica, uma vez que, por
ser autélogo, emite menos riscos de efeitos colaterais que a infiltragdo de
corticosteroides com eficiéncia mais duradoura.

Segundo o estudo, 84% dos pacientes avaliados eram do sexo feminino e
idosas. Diabetes, hipertensao, cirurgias prévias e obesidade tém sido relacionados a

uma maior incidéncia de osteoartrite.2:29:30 Em nosso estudo, 66% dos pacientes

eram hipertensos e 82% eram obesos, corroborando com os achados da literatura,
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entretanto, apenas 20% eram diabéticos e 2% dos pacientes realizaram cirurgias
prévias.

Neste estudo, os fatores que elevam a incidéncia foram homogéneos entre os
grupos quanto a escolha terapéutica, demonstrando fidedignidade da amostra e

randomizacao prévia equivalente.

CONCLUSAO

Os pacientes com artrose de joelho tratados, tanto com infiltragdo com
corticoide, quanto com PRP reduziram as queixas algicas e aumentaram a sua
funcionalidade nos primeiros 30 e 180 dias pos-tratamento.

No entanto, de acordo com os dados apresentados nesse estudo, os indices
de melhora a longo prazo (com 180 dias) foram mais significativos no grupo tratado
com PRP.

CONFLITOS DE INTERESSE

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.
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PLATELET-RICH PLASMA AND CORTICOSTEROID IN TREATMENT OF

ROTATOR CUFF IMPINGEMENT SYNDROME: RANDOMIZED CLINICAL TRIAL

PLASMA RICO EM PLAQUETAS E CORTICOIDE NO TRATAMENTO DA
SINDROME DE IMPACTO DO MANGUITO ROTADOR: ENSAIO CLINICO

RANDOMIZADO

ABSTRACT

Objective: This research aims to study the effectiveness of PRP in the
treatment of patients with impact of rotator cuff syndrome compared to treatment with
subacromial injection of corticosteroids.

Methods: This is a double-blind, randomized, comparative clinical trial.
Patients were clinically evaluated by The DASH Outcome Measure, UCLA Shoulder
Rating Scale and Constant Shoulder Score on the day of application, after one month,
three months and 6 months.

Results: No significant differences were found (p <0.05) when comparing the
results of the DASH Outcome Measure, UCLA Shoulder Rating Scale and Constant
Shoulder Score of the two groups at baseline and after one, three and six months of
subacromial injection of their treatments. After the treatment, both groups showed a
significant improvement in the DASH and UCLA scores (p<0.05) when compared to
the baseline. However, the Constant scores for the steroid treatment six months after
treatment were lower than the baseline.

Concusions: These findings suggest that PRP is a safe treatment and can be
a useful tool in the therapeutic arsenal against of the rotator cuff diseases for there

was no significant difference between the subacromial use of PRP and corticosteroids.
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RESUMO

Objetivo: analisar a eficacia do uso de PRP no tratamento de pacientes
portadores de sindrome de impacto do manguito rotador em comparagdo ao
tratamento com injegdo subacromial de corticosteroides.

Métodos: O estudo € de carater comparativo, longitudinal, duplo cego e
randomizado. A evolucdo clinica dos pacientes foi quantificada pelas escalas The
DASH Outcome Measure, UCLA Shoulder Rating Scale e Constant Shoulder Score
no dia da aplicacdo, apos um més, trés meses e seis meses.

Resultados: N&o foram encontradas diferengas significativas (p<0.05) ao
comparar os resultados do DASH Outcome Measure, UCLA Shoulder Rating Scale e
Constant Shoulder Score dos dois grupos na admissao. Apos o tratamento, ambos os
grupos apresentaram melhora significativa tanto do DASH, quanto do UCLA (p<0,05).
Entretanto o tratamento com corticoide mostrou-se pior no 6° més ao comparar com
a admissao.

Conclusédo: Esses achados sugerem que o PRP é um tratamento seguro e
que pode ser uma ferramenta util no arsenal terapéutico contra doengas do manguito
rotador, uma vez que nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos
que receberam PRP e injecdo subacromial de corticosteroides.

Palavras-chave

Plasma rico em plaquetas
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Sindrome do impacto do manguito rotador

Corticosteroides

INTRODUCTION

Due to the chronicity of the clinical manifestations of the rotator cuff
impingement syndrome there is a need to find new therapies that collaborate to
improve pain management.

Platelet rich plasma (PRP) is an evolving treatment modality that has been
gaining prominence in primary care, rehabilitation and sports medicine. PRP is a
concentrated platelet solution prepared with autologous blood, which makes this
treatment safe for clinical use. PRP acts by the modulation of bioactive factors in the
injured region, increasing the regeneration potential.? PRP increases the production of
type | collagen and the proliferation of tenocytes, TGF-31, PDGF, VEGF and EGF,
while also stimulating the synthesis of ligament matrix.3-6

Corticosteroid injections are commonly administered in tendinous lesions.”
Subacromial application is considered a cheap and effective therapeutic option, but
the side effects of corticosteroids cause concern in clinical practice. Tendinous
ruptures following local injections of corticosteroids have also been found, in the
repetition of the treatment or even after single application.® In addition, other
noninfectious complications may occur, including nerve atrophy, hypopigmentation of
the skin, dystrophic calcification around the joint capsule, hyperglycemia and inhibition
of the pituitary hypothalamic axis for one to two weeks after application.®

The current literature regarding PRP as a new modality of treatment is limited

due to the lack of standardization of study protocols, PRP preparation techniques and
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methods of measuring clinical improvement, so new research needs to be carried out
for the concrete understanding of this modality therapy.

The aim of this study is to analyze the therapeutic efficacy of subacromial
infiltration of platelet rich plasma in patients with rotator cuff impingement syndrome
compared to subacromial corticosteroid injection.

METHODS

This clinical trial is a double-blind, randomized, controlled, interventional study
of patients with rotator cuff impingement syndrome. Patients were randomized into
blocks and assigned to receive treatment with platelet-rich plasma or to receive
corticosteroid injection. The sample consisted of 51 patients, 25 in the corticoid group
and 26 in the PRP group. The sample number of patients estimated to have a
confidence interval of 95%, and power of 80% to detect a difference of 15 points in the
DASH score, with a SD of 10 was 20,4 for each group. To allow for a conservative
withdraw of approximately 20%, we recruited a total of 51 patients. No imputation
protocol was implemented regarding sample loss. The block randomization was
performed using the online engine sealedenvelope.com, which generated a list of
patient admission number and corresponding treatment. The researcher responsible
for patient admission was not aware of the randomization or group allocation, and the
order of admission was followed thoroughly.

PRP was obtained through 15ml the patient's peripheral blood that underwent
a double centrifugation protocol (1500rpm for 6 min, then 3500rpm for 15 minutes in a
Coleman 80-2C Macro Centrifuge) and manual platelet separation with micropipettes,
including the buffy coat and then transferred to test tube for concentration. The
outcome is approximately 3ml PRP, transferred to syringe for injection. All materials

used were sterile and disposable. The corticosteroid used was betamethasone
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dipropionate. To maintain the double-blind characteristic, peripheral blood was
collected from all patients and the nature of the treatment was hidden from both the
patient and care provider. One of the researchers was responsible for patient
allocation, preparation of the treatment and assuring double blindness. The injections
were made in the subacromial space though a posterior approach after anesthesia
with 1% lidocaine the injections were not guided by ultrasound. All participants were
instructed to rest injected shoulder for 24h. No changes to medication or rehabilitation
program were recommended.

To evaluate the therapeutic response, the tools used were: UCLA Shoulder
Rating Scale, Constant Shoulder Score, and The DASH (The Disabilities of the Arm,
Shoulder and Hand) Outcome Measure. The patients were evaluated before the
procedure, and after one month, three months and six months of the intervention. All
patients were inquired regarding possible side-effects throughout the follow up period.

The inclusion criteria used were: age between 18 and 70 years old, positive
Neer test, no previous treatment of IV corticosteroids, injectable or oral in the last 12
months, Hemoglobin greater than 11g/d|, platelet count greater than 150000/mm? and
signature of the informed consent form. Exclusion criteria were: association with
adhesive capsulitis, complete rupture of the rotator cuff in ultrasonography (all other
forms of tendinopathy were included), and use of oral or parenteral corticosteroids
during the study.

This research was fully conducted in DeCés Day Hospital in Aracaju, Brazil.
Patient recruiting and follow up were conducted from October 2015 to July 2016 and
ended after six month-follow up of the last recruited patient. Data were tabulated and

analyzed in the Statistical Package for Social Sciences, version 19.0 (SPSS®).
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In this research, the confidentiality and privacy of the participating

professionals were assured, ensuring that the information of the questionnaire was not

used to the detriment of the people involved. All patients signed an informed consent

form. This study was approved by the Research Ethics Committee of Tiradentes

University - CEP/UNIT (CAAE: 49144515.90000.5371) and is registered in The

Brazilian Registry of Clinical Trials - ReBEC(UTN: U1111-1195-9769).

RESULTS

Patients in this sample had a mean age of 53 years. 64% of the patients were

female, with pain in the right shoulder (45%), weighing on average 72kg and having a

height of 1.6m and a BMI of 28kg/m?. The epidemiological profile of the sample is

characterized in table 1.

Table 1 - Epidemiological profile of patients with rotator cuff impact syndrome

Treatment Received

PRP Corticoid Total p-score
Age —n (%)
<35 years old 1(4) 1(4) 2 (4) 0,41
36-45 years old 4 (15) 4 (16) 8 (16)
46-55 years old 9 (35) 8(32) 17 (33)
56-65 years old 10 (38) 6 (24) 16 (31)
>65 years old 2 (8) 2 (8) 4 (8)
Not Informed 0(0) 4 (16) 4 (8)
Total 26 (49) 25 (51) 51 (100)
Mean £SD 53,219,4 53%11 53,110
Gender — n (%)
Male 11 (42) 7 (28) 18 (36) 0,433
Female 15 (57) 18 (72) 33 (64)
Affected Side — n (%)
Right Shoulder 11 (44) 21 (80) 23 (45) 0,015
Left Shoulder 11 (44) 5(20) 16 (31)
Anthropometric data — Mean +DP
Height (m) 1,6 10,1 1,6 10,1 1,6 10,1 0,054
Weight (Kg) 72,2 £13,7 71,8 £16,3 72,0 £14,7 0,196
BMI (Kg/m?) 28,4 £3,7 27,6 £5,0 28,014,3 0,258

90



Of the patients studied, only 40 returned for evaluation after 1 month of
treatment (19 in the corticoid group and 21 in the PRP group), 27 completed three
months of treatment (10 in the corticoid group and 17 in the PRP group) and 22 patients
completed 6 months of treatment (10 in the corticoid group and 12 in the PRP group).
No imputation protocol was implemented in this study and all data acquired was utilized
in data analysis.

The values obtained through the questionnaires at the time before the
intervention and after one, three and six months were compared between the groups

using the independent Student t test and Mann-Whitney, and are shown in table 2.

Table 2 - Comparison of the efficacy of the treatment of rotator cuff
tendinopathy - PRP versus corticoid.

Treatment
Received

PRP Corticoid Cl 95% p-score

DASH Outcome

Admission 53,3 54,5 [-52,9;21,35] 0,135
1 month 32,5 22,9 [-37,01;-0,85] 0,205
3 months 23,5 20,2 [-104,76;44,08] 0,235
6 months 21,6 17,7 [-14,14;18,57] 0,824

UCLA Shoulder Rating Scale

Admission 13,4 14,9 [-3,02;6,19] 0,926
1month 23 23,9 [-4,45;6,07] 0,832
3 months 29,3 29,6 [-9,54;10,16] 0,898
6 months 27 27,6 [-8,53;9,73] 0,228

Constant Shoulder

Score

Admission 45,9 49,8 [-5,04;12,80] 0,228
1 month 55,4 58,8 [-4,43;11,12] 0,503
3 months 59,8 68 [-5,39;21,74] 0,848
6 months 62,9 56,9 [-21,45;-9,42] 0,049
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When comparing the results of the DASH Outcome Measure after one month,
three months and six months of treatment with the pre-intervention values, we
identified a significant difference (p<0.05) and both PRP and corticoid groups at all

moments studied, as shown in figure 1.
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DASH Outcome Measure
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Admission 1 month 3 months 6 months
o—Corticosteroid —e=PRP
Figure 1 - Evolution of the DASH score of patients with rotator cuff tendinopathy
after one, three and six months of treatment with corticosteroids and PRP.
(P-value shown represent statistical difference from that of admission)

Through the evaluation of the progression of the UCLA Shoulder Rating Scale
(figure 2) we also identified that there were significant differences (p<0.05) when

comparing the admission to the scores after one and three months of treatment in both

groups.
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Figure 2 - Evolution of the UCLA Shoulder Rating Scale of patients with rotator cuff
tendinopathy after one, three and six months of corticosteroids and PRP treatment.
(P-value shown represent statistical difference from that of admission)

In the Constant Shoulder Score, the difference between the values obtained
during the follow-up of the PRP group was significant after one month (p<0.05), but it
was not significant at three months (p=0.07) and at the six months’ follow-up (p=0.103)
in comparison to the admission, as shown in figure 3.

In the corticoid group, there was a significant difference after one and three
months of treatment (p<0.05). However, there was no significant difference after six
months (p=0.760) in comparison to the admission score. For statistical evaluation of
progression among the treatment groups, Student's t-test with paired samples and the

Wilcoxon test were applied.
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Figure 3 - Evolution of the Constant Shoulder Rating Scale of patients with rotator cuff
tendinopathy after one, three and six months of corticosteroids and PRP
treatment. (P-value shown represent statistical difference from that of admission)

DISCUSSION

This randomized controlled double-blind longitudinal study demonstrates the
effects of treatment with single infiltration of corticosteroids and platelet-rich plasma in
the therapeutic process of rotator cuff tendinopathy.

Patients in this study who received PRP showed a mean difference of 20.8
points in the DASH score during the first month of follow-up, which already shows a
significant improvement in pain and limb function in the short term (difference greater
than 15 points).'® On the other hand, the patients in the corticoid group had a mean
difference of 31.6 points, which shows that both groups presented a significant
reduction (p <0.05) of the short-term DASH score. The DASH scores remained
significant in relation to admission even after three months and six months of follow-
up.

The group of patients that received corticosteroids apparently had a better

response to pain and function after one month and three months of treatment. At six
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months of follow-up, both groups presented similar results. Nevertheless, the
differences presented between the groups at the three moments were not significant
(p> 0.05). The positive and significant results in the DASH Outcome Measure
symbolize that in both treatment modalities there was an improvement in the daily
challenges associated with the painful shoulder in the patient's own perception, as well
as a decrease in symptoms and a lower psychosocial and occupational influence of
these symptoms.

The clinical improvement observed in the group that received PRP in this study
was also observed by other authors. A longitudinal study'' on the use of PRP in rotator
cuff tendinopathy and identified a gradual improvement in the visual analytical scale
after eight weeks and 52 weeks of treatment. The authors used a different form of
measurement of the therapeutic response, but noticed a gradual reduction of the
symptoms, a finding also found in the current research through the decreasing values
in the DASH score.

The other scores used in this study showed similar results. The UCLA
Shoulder Rating Scale uses an association of subjective pain and function variables
with objective variables of shoulder function to assess the therapeutic response after
a procedure through pain, function, movement, strength, and patient satisfaction
parameters. The therapeutic response was significant after one month and three
months of treatment (p<0.05), but the difference from admission was not significant at
six months (p=0.138), which can be explained by the low number of participants who
finished the study. One study'? used intraoperative PRP in arthroscopic repairs of
complete ruptures of the rotator cuff and found that PRP has positive results in the

scores of Constant and UCLA.
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The Constant Shoulder score is a more objective questionnaire that measures
shoulder function through the range of motion and strength, with less relevance of the
symptoms in the final score. The results of the Constant score show that a measurable
improvement in shoulder function was only identified in the first month after treatment
with PRP up to three months after corticosteroid use, and in the latter, there was a
general worsening of function in relation to admission. When compared to results found
by another study'?, the findings of the current study appear to be less significant, but
this fact is probably associated with the association of surgical treatment with the PRP
used by the authors. PRP has been shown'® to have improvement in several
parameters of the Constant score, including pain and range of motion up to 3 months
after injection, showing similar results when compared to the present study.

A systematic review meta-analysis' has studied the efficacy of PRP on tendon
and ligament healing using 37 articles. In this study, PRP groups showed significantly
less pain in long term follow up when compared to control groups. This finding may
correlate to the current study when considering the long-term worsening found in
Constant scores in the corticoid group, while PRP effects shown more durability.

A prospective randomized controlled study'® compared PRP and
corticosteroid injection in 40 patients with partial rotator cuff tears. Both groups showed
statistically significant better scores when compared to the baseline before injection.
And when comparing between groups, PRP showed significantly better results at the
12 weeks evaluation, with no difference after 6 months.

In contrast, another comparative'® study of the use of PRP and prednisone in
the treatment of rotator cuff syndrome concluded that even though both treatments had
positive results, their findings showed that patients who received corticoid had a

significantly better clinical response than those who received PRP, both at six weeks
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and at six months. The present study agrees with both studies when showing positive
results with both treatments, however our findings agree with Shams et al. when
considering PRP equivalent or non-inferior when compared to corticosteroid injections.
This study concurs with the data found by Say et al. regarding the short-term response,
but disagrees with the long-term response, since the difference at six months between
the two groups was not significant. This divergence has been prevalent in PRP
literature, and these varying results may have been due to the different preparation
protocols, the corticoid used or the methodology of the study. New studies are still
necessary for further understanding.

A randomized double-blind controlled clinical trial'” was conducted with the
use of PRP in the treatment of chronic tendinopathy of the rotator cuff. The authors
found that there was no significant difference between the use of PRP and placebo in
the WORC, SPADI and EVA scores throughout the study, concluding that PRP was
no more effective in improving quality of life, pain, dysfunction or range of motion than
placebo. This study stand against the use of PRP to treat this condition, with a level 1
of evidence. This supports the hypothesis that corticosteroids may not have value in
the long-term treatment of rotator cuff tendinopathies, since through the comparison
performed in this study there was no significant difference between the therapeutic
responses of corticosteroids and PRP. The authors also identified that there was a
therapeutic improvement in the two groups studied and hypothesized that
improvement would also be observed if there was a group that was not submitted to
any procedure, since just physical exercise is already associated with short and long
term improvement of the rotator cuff tendinopathies.'®

The apparent improvement of patients that underwent subacromial infiltrations

may also be associated with the dry needling performed to maintain the double-blind
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character of the investigations.'® Authors identified an unexpected positive result in
patients that received dry needling, being explained as a stimulus to regeneration
through extravasation of blood and subsequent local inflammatory reaction, which
although limited, is a mechanism that is similar to the use of PRP.

Despite the positive results with subacromial use of corticosteroids, evidence
in the literature does not value the use of this drug in rotator cuff diseases. A review?°
identifies two studies that favored the use of corticosteroids, two studies that did not
have a significant difference between corticoid and placebo, and a study favoring
placebo results. In addition, there are studies?*2" that have studied the association of
corticosteroids with NSAIDs compared to the use of NSAIDs alone, with no significant
difference between the two groups, suggesting that similar or better therapeutic
responses can be achieved without exposing the patient to possible side effects of
corticosteroid injections.

Patients who underwent corticosteroid injections had to seek health services
more frequently during a one year follow-up due to persistence or relapse of symptoms
than patients who had only motor physical therapy, requiring new rounds of
injections.?? These findings are comparable to those found in the current study in the
6-month evaluation of the Constant score and UCLA Shoulder Rating Scale, since
there was a decrease in these scores, symbolizing worsening of symptoms in relation
to the previous evaluation and may indicate the need for new applications or other
adjunctive therapy.

Due to its autologous characteristic, PRP is a safe treatment for clinical use."
The patients in this study did not report any side effects during the whole follow-up

period beyond the expected local pain up to 24 hours of the application, which is
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expected from the needle injection in the period after the end of the local anesthetic
effect.

The limitations found in this study were: absence of a placebo group for
comparison with the natural history of the disease and the absence of complete six
month follow-up of all patients in the sample. This work still opens the possibility of
being optimized, with protocols of PRP preparation, with better concentrations and
reproducibility. Current studies seem to indicate that multiple PRP applications may
have value in increasing the clinical response to this treatment. The application of three
doses of PRP has been shown to be significant in the treatment of early stages of
osteoarthritis?® and chronic patellar tendinopathy?*, and this pattern can also be
repeated for rotator cuff tendinopathies. In addition, PRP has been studied?® to be used
in conjunction with corticosteroid, as PRP does not affect effects of dexamethasone
on tenocytes and its anti-inflammatory effect, showing that these treatments may have
a synergic clinical response regarding pain and tissue regeneration.

The efficacy of platelet-rich plasma as a therapeutic modality still needs to be
better clarified, but its characteristics make it a promising therapy in the treatment of
rotator cuff tendinopathy. Corticosteroids, although well studied when their efficacy and
side effects, remain rising concern in its chronic use in clinical practice.

CONCLUSION

This study concludes that subacromial injections of autologous platelet-rich
plasma and corticosteroids have a positive and similar clinical response in the
treatment of rotator cuff tendinopathies. When analyzing scores that consider the
range of motion and strength, the patients only found significant results in the short
term (one to three months), and functional worsening was observed at six months in

the corticosteroid group. These findings suggest that PRP is a safe treatment and may
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be a useful tool in the therapeutic arsenal against rotator cuff diseases, especially by

avoiding possible adverse effects associated with the use of corticosteroids.
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CAPITULO IV — PATENTE
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RESUMO

DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO

A presente patente de invengéao (PI) diz respeito a um dispositivo adaptavel e processo
de obtengdo de volume concentrado de plaquetas por dupla centrifugacdo. Como
caracteristica diferencial, o processo e dispositivo, aqui revelado e reivindicado,
permite que o dispositivo de coleta seja o mesmo que o utilizado para a centrifugacao,
0 que reduz a chance de ativagao precoce das plaquetas, proporcionando, assim, o
aumento da eficacia da técnica. Além da vantagem mencionada, dentre outras, o
dispositivo é confeccionado com material inerte, evitando a adesdo na parede e
processo de degradagéo plaquetaria. O dito dispositivo e processo desenvolvido se
enquadram especificamente e preferencialmente no campo da medicina esportiva,
ortopedia, dermatologia, odontologia e outras areas afins, podendo contribuir de forma
direta para reparagao tecidual decorrente de diversas patologias. O dito dispositivo é
compreendido pelos seguintes componentes: um émbolo adaptavel a seringa (1), uma
haste de fundo cego (2), uma tampa de fundo cego (3), um tampéao (4) e um tampao
longo (5), enquanto que, a obtencdo do volume concentrado de plaquetas,
compreendido pelo plasma rico em plaquetas (PRP) ser obtido por dupla
centrifugagcéo envolvendo as etapas (a), (b), (c), (d), (e) e (f).
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REFERENCIAL TEORICO

DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO

BREVE APRESENTAGAO

[001] A presente patente de invencédo (PIl) diz respeito a um dispositivo adaptavel e
processo de centrifugacéo de sangue periférico para obtengéo de volume concentrado
de plaquetas com atividade cicatrical, por meio de fatores de crescimento contido nas
plaquetas, visando sua aplicagdo na medicina esportiva, ortopedia, dermatologia,
odontologia e outras areas afins. Como caracteristica diferencial, o processo e
dispositivo, aqui revelado e reivindicado, permite que o dispositivo de coleta seja o
mesmo que o utilizado para a centrifugagdo, o que reduz a chance de ativagao
precoce das plaquetas, proporcionando, assim, o aumento da eficacia da técnica.
Aléem da vantagem mencionada, dentre outras, o dispositivo & confeccionado com
material inerte, evitando a adesao na parede e processo de degradagéao plaquetaria.
[002] Mais especificamente, ressalta-se que a presente invencao refere- se ao
desenvolvimento de um ‘DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE
OBTENGCAO DE VOLUME CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA
CENTRIFUGACAO DE SANGUE PERIFERICO’, caracterizado por ser um processo
e/ou técnica eficaz para a obtengdo de volume concentrado de plaquetas, uma vez
que envolve a realizagao preferencial de duas etapas de centrifugagcéo, aumentando
a eficacia do processo de obtencéo de volume concentrado de plaquetas.

[003] Reforga-se ainda que, em relagcédo ao problema existente no estado da técnica,
destaca-se a inexisténcia de técnicas e/ou métodos e/ou processos em que O
dispositivo de coleta seja o0 mesmo do que o utilizado para a centrifugacéo, o que
reduz a chance de ativacédo precoce das plaquetas, contribuindo também para o
aumento da eficacia do dito processo. Além disso, destaca-se que nao ha disponiveis
processos e/ou técnicas que permitam um custo beneficio semelhante ao apresentado
no presente documento de patente de invengao, visto que o processo nao envolve a
aplicacdo de tecnologias complexas e/ou sofisticadas. As caracteristicas
apresentadas garantem o carater diferenciado e vantajoso da presente invengéo, bem

como a atividade inventiva relacionada ao conceito inventivo aqui apresentado e
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reivindicado, quando comparado especificamente aos outros tipos de
técnicas/reagcdes/processos/métodos para a obtencdo de volume concentrado de
plaquetas.

[004] Assim, neste documento de patente de invencdo sado reveladas todas as
caracteristicas do dito dispositivo, que compreende pecas adaptaveis, bem como, do
dito processo de obtencdo de um volume concentrado de plaquetas por meio de
centrifugac&o dupla de sangue periférico, com atividade cicatrical, por meio de fatores
de crescimento contido nas plaquetas. Além disso, sao reveladas de forma detalhada
todas as etapas inerentes ao processo reivindicado, identificando e revelando de
forma detalhada todos os mecanismos para obtengcdo de volume concentrado de
plaquetas.

CAMPO DE APLICAGAO

[005] A presente invengao refere-se a um dispositivo com pecas adaptaveis e
processo de obtencdo de um volume concentrado de plaquetas através de
centrifugac&o dupla de sangue periférico, com atividade cicatrical, por meio de fatores
de crescimento contido nas plaquetas. O dito dispositivo e processo desenvolvido se
enquadram especificamente e preferencialmente no campo da medicina esportiva,
ortopedia, dermatologia, odontologia e outras areas afins, podendo contribuir de forma
direta para reparacéo tecidual decorrente de diversas patologias.

FUNDAMENTOS DA TECNICA

[006] Diversos materiais tém sido desenvolvidos para promover a inducéo dos fatores
de crescimento ésseo ou da osteoinducgao, estimulando a atividade osteoblastica do
osso lesionado. O plasma rico em plaquetas (PRP) apresenta- se eficaz nesse
processo de regeneragdo e cicatrizagdo dos tecidos, em especial o tecido 6sseo
[SANTOS, B. A. - Plasma rico em plaquetas: verdades e controvérsias - Tese de
Doutorado, 2009].

[007] O PRP tem sido usado em cirurgias plasticas e maxilofacial ha mais de uma
década. Atualmente, esta cada vez mais sendo utilizado em ortopedia e medicina
esportiva para o tratamento de tendinopatias, fibrose muscular, lesdes no ombro,
lesbes de menisco e cartilagem articular [CERZA, F. et al. - Comparison between
hyaluronic acid and platelet rich plasma infiltration in the treatment of gonarthrosis -

American Journal of Sports Medicine, 2012].
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[008] O PRP é preparado a partir de uma pequena quantidade de sangue, retirado do
préprio paciente e obtido por centrifugagcdo [SANTOS, B. A. - Plasma rico em
plaquetas: verdades e controvérsias. - Tese de Doutorado, 2009]. Esta separacao
celular tem por finalidade obter um plasma com maior concentragcdo de plaquetas
quando comparada com a contagem basal do sangue periférico. Essa maior
concentragdo de plaquetas tem como consequéncia a maior oferta de fatores de
crescimento, que podera induzir uma regeneragao 6ssea mais rapida [MACEDO, A.
P. - Plasma rico em plaquetas: uma analise quantitativa e qualitativa de dois protocolos
de obtencao. - Dissertacdo de Mestrado, 2004; GARCIA, R. L. L. et al. - Plasma Rico
em Plaquetas: uma revisdo de literatura. - Revista Brasileira de Implantodontia &
Protese, 2005].

[009] A acado conjunta dos fatores de crescimento resulta na sinalizagdo para que
células mesenquimais e epiteliais migrem para o local lesado, sofram divisao mitética,
estimulem a sintese de matriz e colageno, resultando assim em uma cicatrizagao mais
rapida e eficiente. Além disto, outras proteinas das plaquetas como fibrina,
fibronectina e vitronectina, atuam promovendo a adesdo celular e osteocondugao
[DUSSE, L. M. S.; MACEDO, A. P.; BATSCHAUER, A. P.; CARVALHO, M. G. -
Plasma rico em plaquetas (PRP) e sua aplicagdo em odontologia. - Revista Brasileira
de Analises Clinicas, 2008].

[010] O uso do PRP tem como vantagem ser oriundo do proprio paciente (autdlogo),
0 que reduz o risco de transmissao de doencas infectocontagiosas, ndo ser téxico ou
capaz de gerar imunorreacéo, além de ter baixa incidéncia de efeitos colaterais, cerca
de 2% a 5% apenas. A maioria dos efeitos relatados sédo sensibilidade, inchago e dor
local [FILARDO, G.; KON, E.; ROFFI, A.; DI MATTEO, B.; MERLI, M. L.; MARCACCI,
M. - Platelet-rich plasma: why intra- articular? A systematic review of preclinical studies
and clinical evidence on PRP for joint degeneration. - Knee surgery, sports
traumatology, arthroscopy: official journal of the ESSKA, 2015; GARCIA, R. L. L. et al.
- Plasma Rico em Plaquetas: uma revisao de literatura. - Revista Brasileira de
Implantodontia & Protese, 2005; MORAES, V. Y., LENZA, M., TAMAOKI, M. J.,
FALOPPA, F., BELLOTI, J. C. - Platelet-rich therapies for musculoskeletal soft tissue
injuries. - Cochrane Database of Systematic Reviews, 2014).

[011] Dentro desse contexto, e diante da necessidade de desenvolvimento de novos
métodos e/ou processos e/ou técnicas e/ou reagdes especificas para obtencido de
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volume concentrado de plaquetas de forma eficaz, segura e econémica, a presente
patente de invengdo tem como objeto principal revelar de forma detalhada um
dispositivo com pecas adaptaveis e o processo de obtencdo de um volume
concentrado de plaquetas através de centrifugacao dupla de sangue periférico, com
atividade cicatrical, por meio de fatores de crescimento contido nas plaquetas,
responsaveis por estimularem o reparo tecidual, visando sua aplicagdo na medicina
esportiva, ortopedia, dermatologia, odontologia e outras areas afins. E importante
destacar como problema do estado da técnica a inexisténcia de um método e/ou
processos e/ou técnicas e/ou reacdes especificas com as caracteristicas descritas
neste pedido de patente, ou seja, que apresente as vantagens aqui descritas.
LITERATURA TECNICA ESPECIALIZADA

[012] A literatura cientifica apresenta varios estudos realizados em busca de técnicas
para obtencdo de volume concentrado de plaquetas, a exemplo de um estudo que
revelou um método dito como econdmico de concentragao plaquetaria [FUKAYA, M.;
ITO, A. — A new economic method for preparing platelet-rich plasma — PRS Global
Open, 2014]. Entretanto, tal método utiliza-se da manipulacdo do material plasmatico,
com transferéncia de uma seringa para outras repetidas vezes, por meio de scalps
finos e longos, aspectos que podem resultar na ativagdo plaquetaria antecipada e
indesejavel.

[013] Encontram-se disponiveis no estado da técnica algumas técnicas/processos de
obtengao de PRP, a exemplo da técnica Biomet System GPS Il, que permite obter o
PRP sem o risco de as amostras serem contaminadas pela manipulagdo excessiva.
Por meio desta técnica, o sangue é coletado e transportado para um tubo GPS Il e
centrifugado por 15 minutos em uma velocidade de 3200 rpm. Apds esse processo, 0
plasma pobre em plaquetas é retirado. O sistema é agitado por 30 segundos para
resuspender a zona de névoa. Logo em seguida o PRP é coletado. Este € um método
complexo e é feita apenas uma centrifugagéo, porém uma centrifugagdo n&o produz
PRP, mas uma mistura de plasma pobre em plaquetas (PPP) e PRP, o que resulta
em baixa concentracdo total de plaquetas [MACEDO, A. P. - Plasma rico em
plaquetas: uma analise quantitativa e qualitativa de dois protocolos de obtencgao. -
Dissertagdo de Mestrado, 2004; PEREIRA, R. C. F. - Avaliagao de sete protocolos de

obtengdo de plasma rico em plaquetas (PRP). - Dissertacdo de Mestrado, 2012).
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Diferentemente, a invencdo aqui apresentada neste documento de patente permite
obter PRP com custos menores e em ambiente com pouca tecnologia.

[014] Outro método disponivel atualmente no mercado, o Genesis CS®, dispde de um
kit com dois tubos estéreis. O sangue coletado é transferido para esses tubos e é
realizada a centrifugacdo. Apos isso, o plasma é coletado através de um sistema
fechado, o que minimiza o risco de contaminacéo, por outro lado, o referido método
permite uma maior concentragdo de células vermelhas, ocasionando numa maior a
dificuldade de ativar as plaquetas no PRP.

[015] A literatura técnica especializada revela alguns documentos de patentes que
fazem referéncia a algumas técnicas/processos, dispositivos automaticos,
semiautomaticos e manuais para obtencdo do concentrado de plaquetas, os quais
apresentam algumas desvantagens e nao ferem o requisito de novidade e atividade
inventiva da invengao aqui proposta. Para embasar o critério de novidade e atividade
inventiva foi realizada uma pesquisa na base de patentes do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) que compila o acervo de patentes depositadas do Brasil,
e na base europeia de Patentes (Espacenet) que compila o acervo de patentes
depositadas em mais de 90 paises. Na pesquisa realizada nao foi identificado nenhum
documento de patente que faz referéncia a um dispositivo ajustavel e processo de
centrifugacédo dupla de sangue periférico para obtengdo de volume concentrado de
plaquetas que apresente caracteristicas semelhantes a deste pedido.

[021] Os documentos de maior relevancia serdo descritos a seguir, entretanto, &
importante deixar claro que nenhum deles fere o quesito de novidade e atividade
inventiva da patente de invengao requerida nesse documento.

[022] O documento de patente americano US6558307 descreve um método de coleta,
a partir de sangue total, das plaquetas suspensas no plasma. O sangue é centrifugado
a uma velocidade de rotacio suficientemente elevada e as plaquetas sdo separadas
do plasma e dos globulos vermelhos. Uma parte do plasma é removido enquanto a
centrifuga gira para manter as plaquetas separadas do plasma. Em seguida, a
velocidade de rotacao € alterada de modo a fazer com que as plaquetas se misturem
com o plasma restante. O referido método utiliza apenas uma etapa de centrifugagao,
diferindo da invenc&o aqui proposta, que realiza duas centrifuga¢des, resultando num
concentrado com um maior numero de plaquetas, o que torna a técnica mais eficaz.

Assim, a tecnologia aqui requerida e reivindicada € consideravelmente distinta do que
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€ solicitado nesse documento de patente de invengédo, e, portanto, ndo pode ser
considerada como limitante para a solicitagcdo de exclusividade do que é proposto
neste documento de patente, bem como, para limitar a atividade inventiva.

[023] O documento de patente americano US5494578 descreve um sistema de
separagao de componentes de sangue que inclui uma centrifuga e um conjunto
descartavel de uso unico que envolve uma camara de separagao flexivel, que tem
uma porta de entrada, uma porta de saida de componente separado e uma porta de
saida de fluido residual. A camara de separacao esta posicionada na fenda em forma
anelar e rodado a uma velocidade de rotagao predeterminada. Os fluidos, tais como
sangue total flui através da cédmara de separagcdo e sdo separados em varios
componentes terapéuticos, tais como plasma rico em plaquetas e os glébulos
vermelhos residuais concentrados. O plasma rico em plaquetas pode ser retirado
como o componente terapéutico separado. O PRP é separado das células vermelhas
do sangue numa primeira parte. O plasma rico em plaquetas flui para a segunda parte
e é separado em plasma pobre em plaquetas e plaquetas. O plasma pobre em
plaquetas pode ser retirado e devolvido ao doador. Apesar de relatar método de
obtencgao de PRP, a técnica e método descrito no referido documento de patente difere
consideravelmente do que € solicitado nesse pedido, e, por isso, tal documento nao
pode ser considerado como limitante, ou seja, como documento do estado da técnica
que interfira no direito de exclusividade do que ¢é solicitado nesta patente.

[024] O documento de patente EP2910258 tem por objetivo descrever um separador
e concentrador de PRP, compreendendo um invélucro, um conjunto de separagao e
uma montagem de concentragao. O conjunto de separacgéo esta ligado e posicionado
por cima do conjunto de concentragdo. O conjunto de separagdo inclui uma cadmara
de separacéao revestida com um filtro com poros, que sdo dimensionados para receber
e reter os eritrocitos durante a centrifugagcao. O compartimento de concentragao tem
um piso de suporte para granulos dessecados e uma parede com pelo menos uma
abertura fechada com um ecra. O PRP concentrado € produzido por contato de PRP
com granulos dessecados. A rotagcdo do compartimento de concentragdo em
determinadas velocidades serve para separar o PRP concentrado a partir dos
granulos. Destaca-se que a invencéo referida ndo revela escopo de protegcédo que esta
sendo requerido no presente pedido de patente de invengao e por isso nao pode ser
considerada como documento limitante do estado da técnica.
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[025] O documento de patente americano US2006017524 também descreve um
separador-concentrador de PRP, que compreende um conjunto de separagéo
centrifuga motorizado, e um conjunto de concentrador. O conjunto separador
compreende um separador centrifugo que inclui um moédulo de captura de eritrocitos
e um motor com um eixo de acionamento ligado ao tambor separador. O conjunto de
concentrador compreende um moédulo de remogado de agua para a preparagao de
concentrado de PRP. O mddulo de remogao de agua pode ser um dispositivo de
seringa com os granulos de absorgdo de agua. Apesar de o pedido referir-se um
dispositivo de obtencao de PRP, ndo pode em hipdtese alguma ser considerada como
limitante do estado da técnica ja que seu mecanismo difere consideravelmente do que
€ solicitado protecdo neste documento de patente.

[026] Dentre os equipamentos disponiveis no mercado que tem como finalidade a
obtengao de PRP, o MK-Ortho Proteal® € o que mais se assemelha a invenc&o aqui
proposta. No entanto, por possuir trés etapas, € um método que demanda maior tempo
para concentrar plaquetas, apresentando maior risco de degradacao celular. Além da
reducdo de uma etapa, tornando o processo mais rapido, a invengao aqui proposta,
envolve a realizag&do de duas centrifugagdes, aumentando a concentragao plaquetaria
no produto final.

[027] No que tange as tecnologias patenteadas disponiveis no estado da técnica,
existem ainda outros sistemas, a exemplo do RegenKit® PRP, do Cytomedix Angel®
e do Harvest Smart PReP® 2, entretanto, todos apresentam conceitos inventivos
completamente diferentes da invengao proposta neste documento de patente, e por
isso, nao devem ser considerados como produtos limitantes do estado da técnica.
[028] O sistema RegenKit® PRP descreve um método com apenas uma etapa de
centrifugacéo, o que torna a preparagdo mais rapida, entretanto, com menos eficacia
quando comparada ao processo aqui proposto. Diferentemente do RegenKit® PRP, a
invencéo aqui proposta envolve no seu processo a realizagdo de duas centrifugagdes,
aumentando a eficacia da técnica visto que aumenta a concentragao plaquetaria no
produto final.

[029] Ja o método Cytomedix Angel® contém uma centrifuga especifica onde é
acoplado um saco reservatério de trés compartimentos para armazenar os produtos
derivados do sangue (sangue completo, as células vermelhas do sangue e o plasma
pobre em plaquetas). Uma seringa € fornecida para recolher o plasma rico em
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plaquetas. Apesar do baixo risco de contaminagao, requer um material proprio e de
custo elevado. A invencdo aqui proposta é de facil aplicacdo e dispensa uma
tecnologia complexa e sofisticada, barateando o custo do processo. Além disso, o
material desenvolvido para a invencido aqui proposta € inerte, evitando a adeséo na
parede e degradacgéao plaquetaria.

[030] Por fim, o Harvest Smart PReP® 2 sugere a coleta de sangue através de uma
seringa e transferéncia deste para um dispositivo exclusivo e especifico que é
conectado apenas em uma centrifuga particular, o que eleva o custo. E um método
com baixo risco de contaminagdo, porém, € um método trabalhoso e necessita de
aprendizagem por parte de quem ira realizar o procedimento. Devido a isto, esta mais
sujeito a erros na preparagao, prejudicando a qualidade do produto. A invengéo
proposta no presente documento de patente se utiliza aparelhos mais simples,
permitindo a preparagcao do PRP com custo menor. Além de ser um método de facil
reproducgao.

[031] Com isso, 0 desenvolvimento e utilizagdo do produto e processo propostos neste
documento de patente de invencdo, possui o parametro de novidade, pois até o
presente momento nenhum trabalho cientifico ou técnico compreendido no estado da
técnica possui um mecanismo de produc¢ao, funcionamento e aplicagao semelhantes,
podendo ser utilizado para obtencdo de volume concentrado de plaquetas de forma
eficaz, econbmica e segura. Destaca-se ainda que a tecnologia proposta neste
documento de patente de invengao apresenta todos os critérios de patenteabilidade:
novidade, atividade inventiva e aplicagao industrial, requisitos estes necessarios para
a concessao da patente requerida.

VANTAGENS DA INVENCAO

[032] Torna-se importante destacar que dispositivos automaticos, semiautomaticos e
manuais vém sendo desenvolvidos para obtencdo do concentrado de plaquetas.
Ressalta-se que os sistemas automaticos requerem alta tecnologia, mdo de obra
especializada e um grande volume de sangue, entretanto apresenta baixo risco de
contaminagao bacteriana. O método semiautomatico permite concentrar um numero
elevado de plaquetas e fatores de crescimentos, quando comparados com as outras
duas técnicas e apresenta risco de contaminagdo menor do que a técnica manual,

entretanto o método manual realizado por centrifugagdo em tubo € simples e barato,
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necessitando apenas de uma preparacdo asséptica adequada para evitar
contaminagao bacteriana.

[032] Em relag&o as vantagens e diferenciais apresentados pelo dito ‘DISPOSITIVO
ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME CONCENTRADO DE
PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE PERIFERICO’, pode-
se destacar como mais relevantes:

[033] Como caracteristica diferencial do dispositivo e processo/técnica propostos
ressalta-se que o dispositivo da etapa de coleta € o mesmo do utilizado para a etapa
de centrifugagdo, o que reduz a chance de ativagdo precoce das plaquetas,
proporcionando, assim, o0 aumento da eficacia da técnica.

[034] Apresenta-se como importante diferencial a composi¢cao do dispositivo envolver
material inerte, evitando a adesao na parede e degradagao plaquetaria.

[035] Apresenta-se como uma técnica e/ou processo e/ou reacgao eficaz para obtencao
de volume concentrado de plaquetas uma vez que realiza duas centrifugagdes,
concentrando um maior numero de plaquetas o que torna a técnica mais eficaz.

[036] Trata-se de um processo de facil aplicacdo, uma vez que ndo necessita de uma
tecnologia sofisticada, o que barateia o custo e consequentemente sua maior
possibilidade de aplicacao e utilizagao.

[037] Apds as vantagens apresentadas, e, para que o processo da invengao proposta
nesse documento de patente possa ser mais bem compreendido e avaliado, a
descricado dos desenhos sera feita a seguir.

DESCRIGAO DOS DESENHOS

[038] A invengao sera, a seguir, explicada em seus detalhes, sendo que, a titulo
ilustrativo, sdo apresentados os seguintes desenhos: Figura 1, Figura 2, Figura 3,
Figura 4 e Figura 5.

[039] A Figura 1, revela de forma ilustrativa, e em hipétese alguma de forma limitante,
um émbolo adaptavel a seringa de 20mL (1).

[040] A Figura 2, revela de forma ilustrativa, e em hipétese alguma de forma limitante,
uma haste de fundo cego (2).

[041] A Figura 3, revela de forma ilustrativa, e em hipétese alguma de forma limitante,
uma tampa de fundo cego (3).

[042] A Figura 4, revela de forma ilustrativa, e em hipétese alguma de forma limitante,
um tampéo (4).
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[043] A Figura 5, revela de forma ilustrativa, e em hipétese alguma de forma limitante,
um tampé&o longo (5).

SUMARIO DA INVENGAO

[044] O objeto principal deste pedido de patente de invengao é descrever com detalhes
o processo e o produto relacionado ao dito ‘DISPOSITIVO ADAPTAVEL E
PROCESSO DE OBTENGCAO DE VOLUME CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR
DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE PERIFERICO’. Assim, e mais
especificamente, a invencgéo aqui revelada tem como objetivo fornecer as informagdes
tecnoldgicas, referente ao desenvolvimento de um dispositivo adaptavel, onde o dito
dispositivo apresenta- se com caracteristicas diferenciadas de ser o dispositivo
utilizado para a coleta e também o utilizado para a etapa de centrifugagao. Além disso,
e dentro do mesmo conceito inventivo, revela-se e processo de centrifugacédo de
sangue periférico para obtengédo de volume concentrado de plaquetas com atividade
cicatrical (por meio de fatores de crescimento contido nas plaquetas). O dito processo
e/ou técnica, apos concretizagao realizada, revela-se como um processo e/ou técnica
eficaz para a obtencio de volume concentrado de plaquetas, uma vez que envolve a
realizagcéo preferencial de duas etapas de centrifugagcdo, aumentando a eficacia do
processo de obteng¢do de volume concentrado de plaquetas.

[045] O desenvolvimento da presente invencdo foi realizado com o objetivo de
solucionar o problema existente no estado da técnica, que apresenta como
inconvenientes a inexisténcia de técnicas e/ou métodos e/ou processos em que o
dispositivo de coleta seja 0 mesmo que o utilizado para a centrifugagao, o que reduz
a chance de ativagao precoce das plaquetas e contribui de forma significativa para o
aumento da eficacia do dito processo. Assim, a proposta desta invencao é reduzir uma
etapa do processo de preparacdo, correspondente a transferéncia da seringa de
coleta do sangue periférico para o tubo da primeira centrifugacao. A técnica descrita
nesse documento permite que o dispositivo de coleta seja o mesmo do utilizado para
a centrifugacdo, o que reduz a chance de ativagdo precoce das plaquetas,
proporcionando, assim, o aumento da eficacia da técnica. Além da utilidade
mencionada, o material desenvolvido para a invencgao ¢ inerte, evitando a adesao na
parede e degradacgdo plaquetaria, outra importante vantagem do dito dispositivo e

processo revelado.
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[046] Assim, a presente invencao revela todos os parametros relacionados a obtencao
e desenvolvimento de um dispositivo com pecas adaptaveis e processo de obtengao
de um volume concentrado de plaquetas através de centrifugagcédo dupla de sangue
periférico, com atividade cicatrical, por meio de fatores de crescimento contido nas
plaquetas, sendo o dito dispositivo e processo caracterizado como pratico, simples,
barato e rapido. Ressalta-se que a intengdo de simplificar o método/processo levou a
utilizacdo de aparelhos mais simples. Embora necessite de aprendizagem por parte
de quem ira realizar o procedimento, permite a preparagao do volume concentrado de
plaquetas com custo menor e em ambientes mais simples, desde que possuam uma
centrifuga. Além de ser um método de facil reprodugdo por outras equipes, € a
primeira alternativa nacional dentro do conceito inventivo apresentado.

[047] Dentro do contexto apresentado, e, para que o processo desenvolvido e produto
obtido, objeto de protecdo desse pedido de patente, possam ser compreendidos e
avaliados de forma mais clara e objetiva, sua descricdo detalhada sera feita a seguir.
DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

[046] Nesta secao serao revelados todos os detalhes do dito

‘DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGCAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO’, cujo intuito é o de descrever de forma suficiente e clara, todas as
etapas que envolvem o processo de obtencdo do volume concentrado e plaquetas e
o dispositivo adaptavel utilizado para tal finalidade, e dessa forma, embasar a
suficiéncia descritiva desta invencéo.

[047] Para desenvolvimento do dito dispositivo adaptavel e processo de obtengao de
volume concentrado de plaquetas onde as etapas (a), (b), (c), (d), (e) e (f) devem ser
consideradas:

[048] Etapa (a) > A etapa (a) refere-se a utilizagdo de um émbolo especial (1), o
qual foi preferencialmente elaborado para seringas de capacidade de 20mL, no qual
€ possivel, inicialmente enroscar uma haste de fundo cego (2) e desta forma
consegue-se coletar os 20mL do sangue periférico do individuo. Entretanto, é
importante deixar claro que seringas de outros volumes podem ser adaptadas, e isso,
vai depender das dimensdes do émbolo especial (1) e da haste de fundo cego (2).
[049] Etapa (b)>Ap0s a coleta, deve ser realizada o procedimento de retirada da
agulha, e no local, deve-se enroscar uma tampa de fundo cego (3), e do outro lado,
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retira-se a haste (2) e enrosca-se o tampé&o (4). Com isto, & obtido um sistema
hermético e seguro para centrifugagéao.

[050] Etapa (c)—>A etapa (c) envolve a primeira centrifugagdo do material. Deixa-se
claro que as etapas de centrifugagéo (primeira e segunda) podem ser realizadas em
qualquer tipo de centrifuga, de qualquer modelo e marca, com diferentes capacidades,
desde que, adaptavel a capacidade do dispositivo revelado.

[051] A primeira centrifugacdo deve ser realizada em uma velocidade entre 1000 rpm
e 3000 rpm a temperatura de 22°C por um tempo de 2 a 20 minutos. Apos esse
processo de centrifugacao, deve ser retirado o tampéo (4), e, deve posteriormente ser
enroscada a haste (2) no émbolo (1), e, em seguida, deve-se retirar a tampa de fundo
cego (3), permitido que a camada inferior do centrifugado (globulos vermelhos) seja
desprezada a medida que o émbolo (1) é pressionado.

[052] Etapa (d)—>A etapa (d) envolve a segunda centrifugagdo do material. Para a
segunda centrifugacédo, deve-se enroscar novamente a tampa de fundo cego (3),
seguida pela retirada da haste (2) e depois, deve-se necessariamente enroscar o
tampéo longo (5) no émbolo (1). Essa segunda centrifugagcédo deve ser realizada em
uma velocidade entre 2000 rpm e 4600 rpm por um tempo de 5 a 40 minutos.

[053] Etapa (e)>Apos a segunda centrifugagao, a etapa (e) refere-se a retirada do
tampdo longo (5), e, deve ser conectada uma seringa padrdo comum,
preferencialmente de capacidade de 10ml, ao émbolo (1). Em seguida, deve-se
pressionar a seringa conectada, e, a medida que o émbolo (1) vai sendo deslocado, a
camada superior do centrifugado (compreendido pelo plasma pobre em plaquetas —
PPP) vai sendo deslocado para o interior da seringa, interrompendo o progresso até
atingir a camada inferior do centrifugado. Na sequéncia, desconecta-se a seringa de
10ml, por exemplo, e despreza-se o PPP.

[054] Etapa (f)—>Na etapa (f), a seringa de capacidade preferencial de 10 mL (podendo
ser a mesma utilizada na etapa anterior, ou outra) deve ser conectada ao émbolo (1),
onde deve ser realizado o processo de transferéncia da ultima camada do
centrifugado (compreendido pelo plasma rico em plaquetas — PRP) para a seringa,
através do deslocamento do émbolo (1).

[055] O émbolo especial (1) possui dimensbes de 25 mm x 21 mm, mais

especificamente de 23 mm x 20 mm.
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[056] A haste de fundo cego (2) possui dimensdes de 115 mm x 30 mm, mais
especificamente de 108 mm x 26 mm.

[057] A tampa de fundo cego (3) possui dimensbdes de 17 mm x 15 mm, mais
especificamente de 12 mm x 11 mm.

[058] O tampéao (4) apresenta dimensdes de 25 mm x 18 mm, mais especificamente
de 20 mm x 15 mm.

[059] O tampao longo (5) apresenta dimensdes de 115 mm x 30 mm, mais
especificamente de 108 mm x 26 mm.

[060] O émbolo especial (1), a haste de fundo cego (2), a tampa de fundo cego (3), o
tampao (4) e o tampé&o longo (5) podem ser desenvolvidos utilizando diferentes tipos
de materiais poliméricos, como, polipropileno, poliestireno, policloreto de vinilo,
politereftalato de polietileno, entre outros, e/ou, blendas poliméricas, bem como, vidro,
acrilico, aco inoxidavel, entre outros materiais inertes.

[061] Dentro do contexto apresentado e apos ter revelado com detalhes todo o
processo e produto desta invencao, deve, entretanto, mais uma vez ficar claro, que a
invencédo nao esta limitada a concretizagéo revelada e as vantagens apresentadas,
pois aqueles com habilidades na técnica irdo imediatamente perceber que alteragdes
e substituicdes na formulagdo e/ou etapas do processo podem ser feitas dentro do
conceito inventivo aqui descrito. Desta forma, ndo pode de forma alguma ser
considerada como limitante da invencdo, a qual esta limitada ao escopo das

reivindicagbes que seguem.
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REIVINDICACOES

1. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO, CARACTERIZADO POR referir-se a um processo de obtencdo de
volume concentrado e plaquetas, compreendido pelo plasma rico em plaquetas (PRP),
e para isso, utiliza-se um dispositivo adaptavel ao processo e/ou técnica de dupla
centrifugacdo de sangue periférico, onde o dito dispositivo € compreendido pelos
seguintes componentes: um émbolo adaptavel a seringa (1), uma haste de fundo cego
(2), uma tampa de fundo cego (3), um tampao (4) e um tampao longo (5), e, o dito
processo ser preferencialmente realizado por meio das etapas (a), (b), (c), (d), (e) e

(f);

2. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGCAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO POR a Etapa (a)
envolver a a utilizacdo de um émbolo especial (1), o qual deve ser preferencialmente
elaborado para seringas de capacidade de 20mL, no qual é possivel, inicialmente
enroscar uma haste de fundo cego (2) e desta forma consegue-se coletar os 20mL do
sangue periférico do individuo, entretanto, & importante deixar claro que seringas de
outros volumes podem ser adaptadas, e isso, vai depender das dimensdes do émbolo
especial (1) e da haste de fundo cego (2);

3. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, CARACTERIZADO POR a etapa
(b) envolver o procedimento de retirada da agulha da seringa padrao utilizada, e no
local, deve-se enroscar uma tampa de fundo cego (3), e do outro lado, retira-se a haste
(2) e enrosca-se o tampéo (4), e com isto, € possivel obter um sistema hermético e

seguro para centrifugacgéao;

4. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENCAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGACAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicagdo 1, 2 ou 3, CARACTERIZADO POR a

etapa (c) envolver a primeira centrifugacdo do material, deixando-se claro que as
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etapas de centrifugacgéo (primeira e segunda) podem ser realizadas em qualquer tipo
de centrifuga, de qualquer modelo e marca, com diferentes capacidades, desde que,
adaptavel a capacidade do dispositivo revelado, assim, a primeira centrifugagao deve
ser realizada em uma velocidade entre 1000 rpm e 3000 rpm por um tempo de 2 a 20
minutos, e, apds esse processo de centrifugacéo, deve ser retirado o tampéo (4), e,
deve posteriormente ser enroscada a haste (2) no émbolo (1), e, em seguida, deve-
se retirar a tampa de fundo cego (3), permitido que a camada inferior do centrifugado
(globulos vermelhos) seja desprezada a medida que o émbolo (1) é pressionado;

5. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicacdo 1, 2, 3 ou 4, CARACTERIZADO POR a
etapa (d) envolver a segunda centrifugagado do material, onde, deve-se primeiramente
enroscar novamente a tampa de fundo cego (3), seguida pela retirada da haste (2) e
depois, deve-se necessariamente enroscar o tampao longo (5) no émbolo (1), e,
realizar a segunda centrifugagdo em uma velocidade entre 2000 rpm e 4600 rpm por
um tempo de 5 a 40 minutos;

6. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicacdo 1, 2, 3, 4 ou 5, CARACTERIZADO POR
a etapa (e) envolver a retirada do tampéo longo (5), e, deve ser conectada uma seringa
padrdao comum, preferencialmente de capacidade de 10ml, ao émbolo (1), e,em
seguida, deve-se pressionar a seringa conectada, e, a medida que o émbolo (1) vai
sendo deslocado, a camada superior do centrifugado (compreendido pelo plasma
pobre em plaquetas — PPP) vai sendo deslocado para o interior da seringa,
interrompendo o progresso até atingir a camada inferior do centrifugado, e, na
sequéncia, desconecta-se a seringa de 10ml, por exemplo, e despreza-se o PPP;

7. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGCAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicacdo 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, CARACTERIZADO
POR a etapa (f) envolver ao encaixe (conexao) da seringa de capacidade preferencial
de 10 mL (podendo ser a mesma utilizada na etapa anterior, ou outra) ao émbolo (1),
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onde deve ser realizado o processo de transferéncia da ultima camada do
centrifugado (compreendido pelo plasma rico em plaquetas — PRP) para a seringa,
através do deslocamento do émbolo (1);

8. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO POR o émbolo
especial (1) possuir dimensdes de 25 mm x 21 mm, mais especificamente de 23 mm
x 20 mm, a haste de fundo cego (2) possuir dimensdes de 115 mm x 30 mm, mais
especificamente de 108 mm x 26 mm, a tampa de fundo cego (3) possuir dimensdes
de 17 mm x 15 mm, mais especificamente de 12 mm x 11 mm, o tampao (4) possuir
dimensdes de 25 mm x 18 mm, mais especificamente de 20 mm x 15 mm, e, o tamp&o
longo (5) possuir dimensdes de 115 mm x 30 mm, mais especificamente de 108 mm

X 26 mm;

9. DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENGAO DE VOLUME
CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA CENTRIFUGAGAO DE SANGUE
PERIFERICO, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO POR o émbolo
especial (1), a haste de fundo cego (2), a tampa de fundo cego (3), o tampéao (4) e o
tampao longo (5) poderem ser desenvolvidos utilizando diferentes tipos de materiais
poliméricos, como, polipropileno, poliestireno, policloreto de vinilo, politereftalato de
polietileno, entre outros, e/ou, blendas poliméricas, bem como, vidro, acrilico, ago

inoxidavel, entre outros materiais inertes.
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FIGURA 1 - Embolo principal

FIGURA 2 — Haste do émbolo
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FIGURA 3 — Tampa do Embolo

FIGURA 4 — Tampa-apoio da seringa

/ /y \ 4
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FIGURA 5 - Foto do Protdtipo
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Foram apresentados dois estudos clinicos randomizados controlados, com
tamanhos amostrais adequados e suficientes para atingir poder estatisticos
relevantes, que demonstraram a eficiéncia terapéutica no uso do PRP na redugao dos
niveis de dor e melhora da funcg&o articular tanto em pacientes com artrose de joelho,
quanto em pacientes com tendinopatia do manguito rotador. Ao mesmo tempo nao foi
relatado nenhum efeito adverso ao uso do PRP nos 180 dias de seguimento apos o
tratamento. Fica assim evidente a viabilidade, do ponto de vista clinico, de incluir o
PRP no arsenal terapéutico de doencgas osteoarticulares.

Neste trabalho foi desenvolvido um novo dispositivo para produzir o PRP por
meio de um sistema fechado. Ele podera ser industrializado nacionalmente com
custos reduzidos. No entanto este é um protétipo e ainda precisa ser testado para se
poder caracterizar todo o conteudo do PRP produzido. Fica entdo, mais uma
contribuigdo para viabilizar a regularizagdo do uso do PRP. Desta vez, do ponto de
vista em propor um sistema fechado, o qual ofereceria maior probabilidade de
padronizacgao do protocolo de producéo do PRP.
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Titulo Publico: Estudo comparativo entre infiltragao de plasma rico em plaquetas e infiltragao de corticoesteréides no tratamento de osteoartrite de joelhos
Pesquisador Responsavel: Denison Santos Silva

Contato Publico: Denison Santos Silva

Condigdes de satde ou problemas estudados: osteoartrite joelhos
Descritores CID - Gerais: Gonartrose [artrose do joelho]
Descritores CID - Especificos: Gonartrose [artrose do joelho]
Descritores CID - da Intervengdo: Gonartrose [artrose do joelho]
Data de Aprovagio Etica do CEP/CONEP: 27/06/2017

Nome da Instituicdo: Universidade Tiradentes - UNIT
Cidade: ARACAJU

Comité de Etica Responsavel: 5371 - Universidade Tiradentes - UNIT
Enderego: Campus Farolandia - Av. Murilo Dantas, 300 - DPE - Bloco F - Térreo
Telefone: (79)3218-2206

E-mail: cep@unit.br

127



ANEXO Il

UNIVERSIDADE TIRADENTES - Plataforma
UNIT %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo comparativo do uso de plasma rico em plaquetas e corticoide no tratamento da
tendinopatia do manguito rotador

Pesquisador: Ronald Barreto

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 49144515.9.0000.5371

Instituicao Proponente: Universidade Tiradentes - UNIT
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.519.797

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

ARACAJU, 28 de Abril de 2016

Assinado por:
ADRIANA KARLA DE LIMA
(Coordenador)

128



ANEXO Il

INSTITUTO
' NACIONAL
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

20/10/2017 ?;?(;2700801 13
RNV
29409161708756263

Pedido nacional de Invengao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigdo de Invengao e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 102017 022608 5

Depositante 1 de 2

Nome ou Raz&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagéo Juridica:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

INSTITUTO DE TECNOLOGIA E PESQUISA
Pessoa Juridica

02886710000196

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

Av Murilo Dantas, 300, Prédio do ITP, Bairro Farolandia
Aracaju

SE

49032-490

Brasil

(79) 3218-2190

(79) 3218-2190

agitec@itp.org.br

PETICIONAMENTO g, solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 20/10/2017 as

ELETRONICO

Peti¢ao 870170080113, de 20/10/2017, pig. 1/43

12:02, Petigao 870170080113

129



Depositante 2 de 2

Nome ou Razéo Social: UNIVERSIDADE TIRADENTES
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 13013263000187
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Jurfdica: Instituigdo de Ensino e Pesquisa
Enderego: Av Murilo Dantas, 300, Bairro Farolandia
Cidade: Aracaju
Estado: SE
CEP: 49032-490
Pais: BRASIL
Telefone: (79) 321 82226
Fax:

Email: reitoria@unit.br

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (PI)

Titulo da Inveng&o ou Modelo de DISPOSITIVO ADAPTAVEL E PROCESSO DE OBTENCAO DE
Utilidade (54): VOLUME CONCENTRADO DE PLAQUETAS POR DUPLA
CENTRIFUGACAO DE SANGUE PERIFERICO
Resumo: A presente patente de invengao (PI) diz respeito a um dispositivo
adaptavel e processo de obtengao de volume concentrado de
plaquetas por dupla centrifugagdo. Como caracteristica diferencial, o
processo e dispositivo, aqui revelado e reivindicado, permite que o
dispositivo de coleta seja 0 mesmo que o utilizado para a
centrifugagéo, o que reduz a chance de ativagao precoce das
plaquetas, proporcionando, assim, o aumento da eficacia da técnica.
Além da vantagem mencionada, dentre outras, o dispositivo é
confeccionado com material inerte, evitando a adesao na parede e
processo de degradagao plaquetaria. O dito dispositivo e processo
desenvolvido se enquadram especificamente e preferencialmente no
campo da medicina esportiva, ortopedia, dermatologia, odontologia e
outras areas afins, podendo contribuir de forma direta para
reparacao tecidual decorrente de diversas patologias. O dito
dispositivo € compreendido pelos seguintes componentes: um
émbolo adaptavel a seringa (1), uma haste de fundo cego (2), uma
tampa de fundo cego (3), um tampéo (4) e um tampéo longo (5),
enquanto que, a obtengao do volume concentrado de plaquetas,
compreendido pelo plasma rico em plaquetas (PRP) ser obtido por
dupla centrifugaga@o envolvendo as etapas (a), (b), (c), (d), (e) e (f).
Figura a publicar: f1

PETICIONAMENTO g, solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 20/10/2017 as
ELETRONICO 12:02, Petigao 870170080113

Petigao 870170080113, de 20/10/2017,, pig. 2/43

130



Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 3

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 3

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 3

RONALD BISPO BARRETO DA SILVA
78229421587

Brasileira

Professor do ensino superior

RUA ALVARO DE BRITO, 748, APT 802
Aracaju

SE

49026-030

BRASIL

(79) 991 363379

dr.ronaldbarreto@gmail.com

MAYVELISE CORREIA DE GOIS
01828875538

Brasileira

Estudante de Graduagao
AVENIDA OTONIEL DOREA, 320
ITABAIANA

SE

49500-000

BRASIL

(79) 999 774398

mayvelise@hotmail.com

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Peti¢ao 870170080113, de 20/10/2017, pag. 3/43

Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 20/10/2017 as
12:02, Petigao 870170080113

131



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados

ARIONALDO RODRIGUES MENEZES
25638270515

Brasileira

Economista, administrador, contador, auditor e afins
RUA JUAREZ CARVALHO, 322- APR 203

Aracaju

SE

49025-370

BRASIL

arionaldomenezes@yahoo.com.br

Tipo Anexo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Desenho

Reivindicagao

Nome

REDEPOSITO.pdf

2_FIGURA PI_PRP_ITP.pdf

REINVINDICAGAO.pdf

Relatério Descritivo RELATORIO DESCRITIVO.pdf
Resumo RESUMO.pdf
Procuragéo PROCURACAO UNIT pdf

Contrato Social Contrato Social UNIT.pdf

ATA DE NOMEAGAO DA DIRETORIA ATA DE PRESIDENCIA DIEGO.PDF

Acesso ao Patriménio Genético

Declaragao Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengao
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimonio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou nao se aplica.

Declaragéo de veracidade

MDecIaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdao completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 20/10/2017 as
12:02, Peticdo 870170080113

Peti¢io 870170080113, de 20/10/2017, pdg. 4/43

132



