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PEREIRA, W. M. Efeito do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) associado ao
exercicio fisico em lesbes musculares e articular. 2019. 116 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Introdugdo: O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é uma técnica altamente utilizada
em procedimentos bioldgicos, por gerar fatores de crescimento que aceleram o
processo de reparo tecidual em lesdes articulares e musculares. A realizacdo de
exercicio fisico (EXE) atualmente & a técnica mais utilizada na area de reabilitagéo,
para acelerar o processo de reparo das lesées e devolver a capacidade funcional
das articulagbes e dos musculos. O presente estudo, teve como objetivo analisar o
efeito biolégico da terapia com PRP, Exercicio (EXE) ou PRP+EXE em lesao
muscular e articular através da analise da presenca de polimorfonucleares e
mononucleares, caracterizar a deposicao de colageno e avaliar a produgado de
citocinas nos modelos de lesdes induzidas em ratos, nas fases aguda (3 dias) e
tardia (14 dias). Materiais e Métodos: Foram incluidos 80 ratos wistars, divididos
em grupos controle (n=20), PRP (n=20), EXE (n=20) ou PRP+EXE (n=20). O PRP
foi obtido por centrifugacdo do sangue autdlogo, e inserido imediatamente no local
das lesdes articulares e musculares. A lesao articular foi induzida pela aplicacéo de
Adjuvante de Freud, e a lesdo muscular foi induzida por mecanismo traumatico. A
realizacéo do exercicio fisico se deu em esteira ergométrica adaptada, com duragao
de 5 minutos, 1 vez por dia, todos os dias em velocidade de 2cm/seg. Resultados:
Para a lesdo muscular na fase aguda (3 dias) houve uma redugcdo de cNOS em
todos os grupos tratados, aumento de NFKB e VEGF no tratamento isolado com
PRP e no tratamento isolado com EXE. A associagcdao de PRP+EXE reduziu IL-4, IFN
e TNFa. Ja na fase tardia (14 dias), houve diminuicdo de VEGF em todos os grupos
tratados, mas somente o grupo EXE foi capaz de diminuir cNOS. Os grupos PRP
isolado e PRP+EXE aumentaram IL-10 e NFKB e somente o grupo associagéo de
PRP+EXE foi capaz de reduzir IL-4 e TGFb1. Em relacédo a deposi¢cao de colageno,
todos os tratamentos foram efetivos em aumentar a quantidade de fibras de
colageno maduro no 140 dia apds a lesdo em relagdo ao controle no 3o dia pés
lesdo. Na lesdo articular na fase aguda (3 dias), houve reducdo de
polimorfonucleares nos grupos EXE e associacdo entre PRP+EXE. Além disso,
todos os grupos tratados na fase aguda reduziram NFKB, TGFb1 e VEGF. Ja na
fase tardia (14 dias) o tratamento com PRP aumentou VEGF, enquanto que o PRP
isolado aumentou NFKB e diminuiu a quantidade de células mononucleares assim
como a associacao PRP+EXE que induziu o aumento de IL-10. Conclusao: Tanto
na lesdo muscular quanto na lesao articular todos os tratamentos induziram redugao
de infiltrado inflamatorio diminuindo a hemorragia na fase inicial. Ja na fase tardia os
tratamentos apresentaram melhor resposta cicatricial no musculo do que na
articulagdo. A associagdo PRP+EXE demonstrou melhores resultados na produgao
de citocinas em ambas as lesdes induzidas.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas. Fatores de crescimento. Reparo
articular. Reparo muscular. Exercicio fisico.



PEREIRA, W. M. Effect of Plaque Rich Plasma (PRP) associated with physical
exercise on muscle and joint lesions. 2019. 116 p. Thesis (Doctorate degree in
Health Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Introduction: Platelet-Rich Plasma (PRP) is a highly used technique for biological
procedures it generates growth factors that accelerate the tissue repair process in
joint and muscle injury. Physical exercise (EXE) is currently the most used technique
in rehabilitation, in order to accelerate the process of injuries repair and restore joints
and muscle functional capacity. The purpose of the study was to evaluate the
biological effect of PRP therapy, EXE or PRP + EXE in a muscular and joint injury
through the analysis of the presence of polymorphonuclear and mononuclear cells,
distinguish the collagen deposition and evaluate the cytokines production in rat's
induced injuries model, in acute (3 days) and late (14 days) phases. Materials and
Methods: Were used 80 wistars rats, divided into control groups (n = 20), PRP (n =
20), EXE (n = 20) or PRP+EXE (n = 20). PRP was obtained by centrifugation of
autologous blood, and injected immediately at the site of joint and muscle injuries.
The joint injury was induced by application of Freud's Adjuvant, and the muscle injury
was induced by a traumatic mechanism. Physical exercise was performed in an
adapted treadmill for 5 minutes, once a day, every day at a speed of 2cm/sec.
Results: In acute muscle injury (3 days) there was reduction of cNOS in all treated
groups, increase of NFKB and VEGEF in isolated treatment with PRP and in isolated
treatment with EXE. The association of PRP+EXE reduced IL-4, IFN, and TNF. In the
late phase (14 days), there was a decrease in VEGF in all treated groups, but only
the EXE group was able to decrease cNOS. The isolated PRP and PRP + EXE
groups had an increased in IL-10 and NFKB and only the PRP + EXE association
group was able to reduce IL-4 and TGF1. Relating to collagen deposition, all
treatments were effective in increasing the amount of mature collagen fibers 14th day
after injury compared to the control on the 3rd day after injury In the acute injury
phase (3 days), there was reduction of polymorphonuclear cells in EXE and PRP +
EXE groups. Futhermore, all groups treated in acute phase reduced NFKB, TGF1
and VEGF. In late phase (14 days) PRP treatment increased VEGF, whereas
isolated PRP increased NFKB and decreased the amount of mononuclear cells, as
well as the PRP+EXE association induced increase in IL-10. Conclusion: In both
injury muscle and joint, all treatments induced reduction of inflammatory infiltrate,
reducing hemorrhage in the initial phase. In the late phase, the treatments had better
cicatricial response in the muscle than in the joint. The association PRP+EXE
showed better results in the production of cytokines in both induced lesions.

Keywords: Platelet-rich in plasma (PRP). Growth factors. Joint repair. Muscle
repair. Physical exercise.
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1. INTRODUGCAO

11 O Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto do sangue preferencialmente
autologo responsavel por promover forte estimulo ao reparo tecidual na expectativa
de acelerar o processo de cicatrizagdo. Trata-se de uma biotecnologia com a proposta
de explorar o potencial aumentado de liberagcado de fatores de crescimento, aplicado
de forma direta em tecidos biol6gicos uma vez que possui uma concentragéo
plaquetaria, leucécitaria e de fatores associados a coagulagdo superior em meédia
338% ao plasma sanguineo (QUARTEIRO et al., 2015).

A insatisfacdo das terapias convencionais em promover de forma eficaz e
funcional a cicatrizacdo contribuem para impulsionar a utilizacdo do PRP em meio
cientifico. Em clinicas ortopédicas e na medicina esportiva especialmente para as
lesbes mioarticulares, o objetivo final das intervengdes clinicas frente as lesdes, tem
como objetivo o retorno rapido, seguro e funcional a pratica de atividades fisicas.
Dentro desta expectativa o PRP é utilizado e aplicado como auxiliar no tratamento de
diversos estruturas biolégicos tais como os tenddes, ossos, musculos e articulagdes
(CHANG et al., 2018; WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016).

As plaquetas sao fragmentos de megacariocitos originadas da medula 6ssea e
gracas a sua fungcdo hemostatica e ao amplo conteudo proteico presente em seus
granulos de secrecdo (granulos densos, lisossomas e principalmente grénulos a),
citocinas e fatores de crescimento, sdo capazes de agir como reguladores da
inflamacédo, angiogénese, migragdo celular e proliferaggo (CHICHARRO-
ALCANTARA et al., 2018). Estéo relacionadas com a cicatrizacdo de feridas e
reparagao de vasos sanguineos, sao normalmente conhecidas pelo seu papel
fundamental na homeostase inflamatdria, pois atuam na adesdo da membrana celular,
agregacao e formacgao de coagulos. Devido a sua capacidade de liberar inUmeras
proteinas, as plaquetas também possuem papel fundamental na cicatrizagcéo
participando ativamente nos processos de mitose, quimiotaxia, diferenciacéo e
crescimento de células mesenquimatosas pluripotentes, além de produzir através de
mediadores a matriz extracelular as plaquetas comecam a secretar ativamente essas

substancias e iniciam a desgranulagdo, aproximadamente 10 minutos apods a
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exposi¢cao aos fatores da cascata de coagulagao e formagéo do coagulo, conforme
ilustrado na figura 1 (CRONICAS, 2016; ROBBINS e COTRAN, 2010)

[ INTRINSIC PATHWAY ] EXTRINSIC PATHWAY |
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Kallikrein ‘> l HMWK collagen
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vil
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Figura 1. Cascata de coagulagdo (ROBBINS E COTRAN, 2010).

As proteinas contidas nos grénulos alfa das plaquetas possuem uma forte
influéncia sobre os fendbmenos reparatorios das lesdes. Entre essas proteinas
encontram-se: fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator
transformante do crescimento beta (TGFp), fator de crescimento de fibroblastos
basico (bFGF), interleucina 1 (IL-1), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
o fator de crescimento endotelial derivado das plaquetas (PDEGF), o fator de
crescimento celular epitelial (ECGF), fibrinogénio e fibronectina (AFSHARNIA et al.,
2016; PALACIO et al., 2016).

Devido a concentracdo elevada de plaquetas no PRP acredita-se em uma
resposta mais efetiva a lesdo tecidual e consequente reducdo das complicagdes
oriundas do processo cicatricial fisiolégico tais como fibrose, hipomobilidade, e mal
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alinhamento celular (CHICHARRO-ALCANTARA et al., 2018). Dentre as estruturas
alvo da utilizagdo do PRP cita-se o tratamento nas lesdes ligamentares (CHANG et
al., 2018), musculares (CONTRERAS-MUNOZ et al., 2017), articulares e
cartilaginosas (PALACIO et al., 2016), epiteliais (VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO,
2010) e tendinosas (KNOP; DE PAULA; FULLER, 2016a).

1.2 Fases do processo inflamatério

O processo de cicatrizagdo € um processo dinamico e coordenado de reparo
tecidual tipicamente dividido em quatro fases sobrepostas: hemorragica, inflamatoria,
proliferativa e fase de remodelacdo celular, nas quais ha o envolvimento de diversas
populagdes de células residentes e migratorias, matriz extracelular e a agdo de
mediadores soluveis como fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas que
promovem a migragéo celular, proliferagao e diferenciacdo essenciais para o reparo
tecidual (COSKUN et al., 2011; GREAVES et al., 2013). Dentre as células que fazem
parte deste processo, estao neutrdfilos, plasmdécitos, linfécitos T e principalmente os
macrofagos, responsaveis por remover detritos celulares, matriz danificada e
combater o agente agressor (TATLER et al., 2011).

Durante a fase hemorragica e inflamatodria, ocorre a ativagdo da cascata de
coagulagao que consiste em uma agregacgéo de trombdcitos e plaquetas em uma rede
de fibrina, contando com a acédo de fatores especificos através da ativacao e
agregacéao desses elementos formam o tecido de granulagéo (SCHIPPINGER et al.,
2015). Nesta fase, além das plaquetas atuarem no restabelecimento da homeostase
e formarem uma barreira contra a invasao de microrganismos, ocorre a degranulagéo
das plaquetas, com liberagcdo de serotonina, histamina e fatores de crescimento que
aumentam a permeabilidade capilar tornando a les&o, o local para o ancoramento
inicial da chegada de diversos tipos celulares como neutrdfilos, leucdcitos,
macroéfagos, queratindcitos e fibroblastos (GONZALEZ et al., 2016).

No final da fase inflamatéria da cicatrizacdo, ocorre uma mudanga no perfil
imunologico no local da lesdo caracterizado pela transigdo para um estado
funcionalmente e fenotipicamente anti-inflamatoério, principalmente pela presenca de
macroéfagos alternativamente ativados chamados M2 que secretam citocinas e fatores

de crescimento que promovem a sintese e contracdo da matriz extra celular
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(GREAVES et al., 2013; HAMID; YUSOF; MOHAMED ALlI, 2014). Esses fatores de
crescimento vao estimular o inicio da fase proliferativa cujo objetivo é diminuir a area
do tecido lesionado por contracéo e fibroplasia, estabelecendo uma barreira epitelial
viavel para ativar os queratinécitos. Esta etapa é responsavel pelo fechamento da
prépria lesdo que inclui angiogénese e reepitelizagdo (GONZALEZ et al., 2016).

Pela producéo e acédo de VEGF por plaquetas, macréfagos e fibroblastos ocorre
o recrutamento de fibroblastos de tecidos ndo lesados circundantes e a formacgao de
novos vasos sanguineos devido a migracado de células endoteliais (CHICHARRO-
ALCANTARA et al., 2018). Fibroblastos ativados sdo responsaveis pela secrecéo de
uma matriz extracelular contendo niveis aumentados de colageno imaturo tipo Il
(GONZALEZ et al., 2016). Nesta fase, o tamp&o de fibrina comega a ser substituido
por tecido de granulacdo formado pelo aumento da proliferacdo fibroblastica,
biossintese colagena e elastica, que cria uma rede extracelular tridimensional de
tecido conjuntivo, iniciando o processo de fechamento da lesdo (HERMETO et al.,
2012; HASAN et al., 2015).

Na ultima fase do processo de reparo, ocorre a remodelagdo, cujo objetivo é
alcangar a maxima resisténcia a tracdo por meio de reorganizagédo, degradacgéo e
ressintese da matriz extracelular (GONZALEZ et al., 2016). Nessa fase final ocorre a
formacgao de ligagbes cruzadas entre moléculas de colageno com outras moléculas
de proteinas aumentando a resisténcia a tracdo da cicatriz madura (DUFFIELD et al.
2013). Além disso, ocorre o amadurecimento dos elementos com profundas
alteracbes na matriz extracelular e resolucdo da inflamacéao inicial, convertendo
colageno tipo lll imaturo em colageno tipo | maduro, propiciando maior mobilidade e
funcionalidade tecidual, com melhor alinhamento de célula cicatricial, tornando assim
a fibra lesada e cicatrizada, o mais semelhante da célula original (WYNN;
RAMALINGAM, 2012; CUNHA et al., 2014).

1.2 Obtencgao e centrifugagao do plasma rico em plaquetas

O meétodo mais utilizado para obtengdo do PRP é basicamente obtido através
da punc¢do do sangue autdélogo, como ilustrado na figura 2. A quantidade de volume
puncionado em humanos, € de aproximadamente 10 ml (GUERREIRO et al. 2015), e
de aproximadamente 1 ml em ratos (PRESTES et al. 2012). O material coletado &

centrifugacédo em alta velocidade para separagao dos seus componentes e concentrar
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as plaquetas acima dos niveis basais. Protocolos utilizados atualmente optam por uma
centrifugacdo (KNOP; DE PAULA; FULLER, 2016a), ou repetidas centrifugagdes
(SAUCEDO et al. 2012), para separar o sangue total em 3 camadas: uma camada
superior de plasma, uma camada leucocitaria média, localizada no intermeio do
centrifugado, e a camada inferior de eritrocitos (WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016).

Quarteiro et al. (2015) realizaram dupla centrifugac&o ao analisarem o efeito do
PRP no reparo da lesdo do musculo gastrocnémico em ratos. Os autores observaram
que a primeira centrifugagdo serve para separar o plasma do concentrado de
hemacias, e que a segunda elimina a porgdo sobrenadante, separando apenas o
centrifugado de plaquetas mais pesado, denominado pelo autor como concentrado
intenso de plaquetas. Segundo os autores supra citados, a justificativa para o uso de
uma ou repetidas centrifugagdes € embasado no potencial do PRP de suprir e liberar
quantidades ainda maiores de fatores de crescimento e citocinas, potencializando
uma agao regenerativa e de reparo que aumenta a cura e promove a cicatrizagéo.

Outro aspecto primordial € a velocidade de rotac&o utilizada na centrifugacgao.
Diferentes trabalhos apresentam rotag¢des variando de 1200 a 3200 rpm, porém as
rotagbes médias de 1800 rpm s&o as mais utilizadas (WASTERLAIN et al., 2013a).
Rotagdes mais baixas notavelmente prejudicam menos a integridade das plaquetas,
e rotagcdes em velocidades mais elevadas proporcionam um alto teor concentrado de
plaquetas, podendo prejudicar a estrutura plaquetaria (QUARTEIRO et al., 2015). O
planejamento da velocidade da centrifugagéo se faz relevante, pois a integridade
plaquetaria é importante para que os fatores de crescimento sejam liberados com
efetividade. De fato, € sabido que a reagdo de liberagdo do conteudo dos grénulos
ocorre sem lise celular, com a manutencéao integra das plaquetas, havendo apenas
mudancas nas suas caracteristicas (COLE et al. 2017).

Preparo e aplicacao do Plasma Rico em Plaquetas
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Figura 2. Preparo e aplicagdo do Plasma Rico em Plaquetas (KNOP; DE PAULA,
FULLER, 2016b).
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1.4 Tempo de aplicagao e de atuagao do PRP

A padronizacido dos prazos para implantagdo do concentrado plaquetario no
local lesionado é divergente na literatura e algumas evidéncias comprovam a eficacia
da aplicagdo no momento imediato da lesdo ou 0 mais proximo do momento lesivo
(GUEDES; MARIA; SERPA, 2011; SILVA; CARMONA; REZENDE, 2012). Porém, ha
controvérsias em relagcédo ao prazo exato em que o reparo tecidual realmente ocorra e
0 mecanismo de acdo dos fatores de crescimento liberados a partir da aplicagao
efetivamente se conclua. Sabe-se que o tamanho da area lesionada (KNOP; DE
PAULA; FULLER, 2016a), e o tempo de evolugéo das lesbes sao fundamentais para
0 sucesso da terapia (CHICHARRO-ALCANTARA et al., 2018). Em serem humanos
ou em ratos € dificil padronizar o prazo ideal para ocorréncia total do reparo e da
regeneracao dos tecidos (WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016). De fato, diante de um
processo inflamatério a atuacdo do PRP proporciona homeostasia local influenciando
diretamente a cascata de inflamacéo e iniciando mais precocemente a recuperagao
do tecido lesionado (CUNHA et al., 2014; DENAPOLI et al., 2016)

A maior parte da secregao de fatores de crescimento ocorre na primeira hora
pos lesdo (GONZALEZ et al., 2016), apesar de ocorrer liberagdo continua durante
todo o periodo de viabilidade das plaquetas. Tais processos estariam relacionados
com a acao aguda do PRP em evitar maiores danos ao tecido nas primeiras horas e
combatendo a hemorragia tecidual local pds lesdo (CRONICAS, 2016). Portanto, o
tempo ideal de aplicagdo do PRP seria imediatamente apds a lesdo até o prazo
maximo de 24 horas (WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016), nesse periodo como ja citado
anteriormente, as plaquetas através dos seus granulos densos, secretam ions calcio,
histamina, serotonina e dopamina, que terdo influencia na inflamagéo através da
indugao da sintese de interleucinas e quimiocinas (MANDUCA; STRAUB, 2017).

Por fim, as plaquetas contém granulos lisossémicos que podem secretar
hidrolases acidas, elastases e provavelmente outras moléculas ainda mal
caracterizadas, cujo papel no processo de cicatrizagado de tecidos lesionados n&o
deve ser subestimado, e que ocorrem em um periodo mais cronico da agao
plaquetaria, entre 4 a 12 semanas apds a aplicacdo do concentrado plaquetario
(CONTRERAS-MUNOZ et al., 2017; PRESTES et al., 2012).
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1.5 Composicao e mecanismos de reparo do musculo e da articulagao.

As células musculares sdo denominadas fibras musculares e possuem a
capacidade de se contrair e relaxar. A essa propriedade chamamos de contratilidade
muscular. Essas células possuem formato alongado e promovem a contragao
muscular o que permite os diversos movimentos dos segmentos corporais. O tecido
muscular pode ser de trés tipos: tecido muscular liso, tecido muscular estriado
cardiaco ou tecido muscular estriado esquelético (ROBBINS e COTRAN, 2010). A
esse ultimo se classificam os musculos periféricos e motores das articulagbes. O
reparo do musculo frente a uma lesdo ocorre através de fendbmenos como a
hemorragia local que permite a migracdo de células de adesao e contencgao, e a
sinalizagao para células inflamatdérias sintetizarem tecido cicatricial, propiciando ao
tecido neoformacédo fibrilar e mobilidade progressiva do musculo e de outras
estruturas ao entorno, tais como a articulagdo (PARKER et al. 2017).

A articulagdo faz parte do sistema locomotor e € responsavel por gerar
mobilidade e dinamismo conectando os ossos do esqueleto entre si e € composta pela
cartilagem que recobre a superficie das articulagbes como os joelhos, cotovelos,
coluna, dentre outras. Os elementos que fazem parte das articulagdes sao
basicamente a cartilagem articular, os ligamentos, a capsula articular, a membrana
sinovial dentre outros elementos (ROBBINS e COTRAN, 2010). Ja o reparo da
articulacdo é diferenciado, lento e possui caracteristica de pouca vascularizagao
principalmente no tecido cartilaginoso, pois o tecido conjuntivo composto por colageno
que permite a formacgao da cicatriz no tecido e a elastina que permite restaurar a
mobilidade, possuem reduzido aporte sanguineo. Essas caracteristicas diferenciadas
no reparo das lesdes articulares torna a cicatrizacdo da articulagdes mais dificultosa
se comparada a outros 6rgéos e tecidos biologicos (GUERREIRO et al. 2015).

1.6 O Exercicio Fisico

Outra relevante intervencao eficaz no reparo das lesdes € a realizagdo de
exercicios ativo e controlado pelo segmento lesionado. O colégio Americano de
Medicina Esportiva afirma que o “exercicio € medicina”, em detalhes, o movimento do
segmento lesionado, seja ligamento, osso, musculo ou articulagéo, diminui a dor por

estimular os mecanoceptores e inibir os nociceptores, diminuindo o edema e a
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inflamac&o local (CONTRERAS-MUNOZ et al., 2017; CHANG et al., 2018; CUNHA et
al., 2014).

Tanto para lesdes epiteliais, 0sseas, musculares e também as articulares, a
realizagdo de movimentos no sentido de realinhar as fibras cicatriciais e aumentar a
velocidade das células de reparo e a pratica de mobilidade precoce (CONTRERAS-
MUNOZ et al., 2017) é uma das formas de intervengéo mais relevantes e praticadas
(CHANG et al., 2018). Algumas pesquisas fortalecem essa visdo, enfatizando a
capacidade do exercicio fisico em promover um aumento no fluxo sanguineo e do
metabolismo, e consequentemente elevar a taxa de remocédo de residuos nocivos
(CUNHA et al., 2014). Além disso, a realizagdo de exercicios promove a agado de
substancias endogenas no sistema imune gerando uma mudanga na concentragao e
nas fung¢des dos leucacitos, células natural killer (NK), linfécitos T e B, assim como
alteragdes nos niveis de imunoglobulinas, citocinas e outros fatores soluveis,
auxiliando na deposicéo de fibroblasto no local da lesédo, permitindo que o colageno
sintetizado induza a sintese de proteinas de mobilidade tais como a elastina, e iniba
a acado do colageno aderente, gerando um melhor alinhamento celular pos leséo,
propiciando funcionalidade e mobilidade ao tecido cicatrizado (PRESTES et al., 2012).

Outra relevante caracteristica do exercicio fisico tanto em humanos quanto em
ratos é a influencia na producdo de algumas citocinas que modulam a resposta
inflamatoria e possuem capacidade de cicatrizagdo muscular (CUNHA et al. 2014).
Hamid; Yusof e Mohamed Ali, (2014) enfatizam que o exercicio fisico proporciona
aumento nos niveis de TGFp1, interleucina 10 (IL-10) e outras citocinas envolvidas no
processo inflamatério. Achados destacados por Chang et al., (2018) demonstraram
que grupos que nao realizam exercicio possuem quadros inflamatorios mais intensos
com cicatrizagdo lenta e desalinhamento fibrilar do que grupos tratados com
exercicios.

Analisando os efeitos, as formas de obtengdo e preparo, mecanismo de
atuagao e suas capacidade biolégicas no musculo e na articulagdo observa-se que a
aplicacdo de PRP, trata-se de uma terapia inovadora e relevante no processo de
reparo das lesbes (MANDUCA; STRAUB, 2017). Por outro lado, o exercicio fisico
também define-se como uma técnica atualmente utilizada no reparo das lesdes
musculares e articulares e também apresenta efeitos benéficos no reparo tecidual
(HAMID; YUSOF; MOHAMED ALlI, 2014). Contudo, a associagao das terapias citadas,

sugere uma recuperagao mais rapida permitindo alinhamento e homeostasia tecidual.
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Porém, é importante o planejamento de forma consciente da intensidade,
duracéo e tipo de exercicio realizado, evitando-se a fadiga e respeitando o tempo de
recuperacao dos tecidos (CHANG et al., 2018; CUNHA et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

21 Objetivo Geral

Realizar uma revisdo da literatura acerca do Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
no reparo das lesdes articulares e musculares, e analisar o efeito bioldgico da terapia
com PRP, Exercicio (EXE) ou PRP+EXE em lesdo muscular e articular de ratos wistar.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar e quantificar as células inflamatorias polimorfonuclares e
mononucleares no musculo e na capsula articular apos as terapias, por meio de
analise histologica de coloragdo hematoxilina e eosina.

Caracterizar a deposi¢ao de colageno no musculo e na capsula articular apés
as terapias, por meio de coloracao de picrosisius.

Avaliar a produgao das citocinas IL-1, IL-4, IL-10, INFy, TNFa e TGFB1 no
tecido muscular e articular apos as terapias, por meio de ensaio imunoenzimatico
ELISA. E através da imunohistoquimica as marcagbes de NFkB, TGFp1, VEGF e
cNOS.
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3. MATERIAIS E METODOS

A presente tese deu origem a trés artigos, um de reviséo da literatura intitulado
‘Plasma Rico em Plaquetas-PRP: Papel no reparo das les6es musculares e
articulares” um artigo de resultados relacionado a lesdo muscular intitulado
“‘Exercicio fisico associado ao Plasma Rico em Plaquetas (PRP) atenua a
resposta inflamatéria em lesdao muscular de ratos?” e outro de resultados
referente a lesao articular “Perfil da resposta inflamatéria em lesao articular de
ratos sob aplicagao do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e do exercicio fisico.”
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41 ARTIGO 1: REVISAO DA LITERATURA - PLASMA RICO EM PLAQUETAS
— PRP: PAPEL DO REPARO DAS LESOES MUSCULARES E ARTICULARES

Plasma Rich in Platelets-PRP: Role in the muscle and joint repair

Wagner Menna Pereira

Milena Menegazzo Miranda Sapla
Fernanda Tomiotto

Wander Rogério Pavanelli

RESUMO

Objetivo: Realizar uma revisdo bibliografica da literatura cientifica sobre a
utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP), no reparo de lesbes musculares e
articulares. Métodos: Foram pesquisadas as bases de dados Medline, LILACS,
Bireme, PubMed, Cochrane e Scielo. Foram incluidos artigos originais sobre a
utilizacdo do PRP no reparo de lesées musculares e articulares, estudo com grupo
controle e aleatorizados; estudos clinicos e experimentais e publicado de 2012 a 2018.
Foram consideradas além das caracteristicas gerais dos estudos, o tipo de tecido
lesionado, a forma de tratamento utilizada e os principais resultados. Resultados:
Foram levantados 3.082 trabalhos e apos eliminagdo dos trabalhos duplicados, e de
acordo com os critérios de inclusao, restaram 15 estudos elegiveis. Conclusées: O
PRP, promove aceleragdo da migragao celular em tecidos musculares, aumenta a
quimiotaxia de fatores de crescimento e estimula niveis elevados de TGFp1 e VEGF,
TNFa, IFNy, IL-4, IL-10 e outras citocinas proé e anti-inflamatoérias objetivando o reparo
e a cicatrizagcdo do local lesionado. A Associagcdo do PRP ao exercicio fisico,
demonstrou potencializar as a¢des cicatriciais e de reparo inflamatario.

Palavras-Chave: Plasma Rico em Plaquetas-PRP; Reparo muscular; Reparo
articular.

ABSTRACT

Objective: To perform a literature review about the use of platelet rich plasma (PRP)
in the repair of muscle and joint injuries. Methods: The databases Medline, LILACS,
Bireme, PubMed, Cochrane and Scielo were searched. We included original articles
on the use of PRP in repair of muscle and joint injuries, study with control group and
randomized; clinical and experimental studies and published from 2012 to 2018. In
addition to the general characteristics of the studies, the type of tissue involved, the
type of treatment used and the main results were considered. Results: A total of 3,082
studies were performed and after elimination of the duplicate papers, and according to
the inclusion criteria, 15 eligible studies remained. Conclusions: PRP promotes
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acceleration of cell migration in muscle tissues, enhances chemotaxis of growth
factors, and stimulates elevated levels of TGFB-1, VEGF, TNFa, IFNy, IL-4, IL-10 and
other pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines repair and healing of the
injured site. The Association of PRP with physical exercise, demonstrated potentiate
scarring and inflammatory repair actions.

Key-Words: Platelet rich plasma-PRP; Muscle repair; Joint repair.

Introducgao

Terapias que desencadeiam a ativacao dos fatores de crescimento, tem
demonstrado papel relevante no processo de reparo das lesbes acelerando o
processo cicatricial. Dentre essas terapias, cita-se o Plasma Rico em Plaquetas
(PRP), trata-se de um produto derivado do processamento laboratorial centrifugado
do sangue autélogo com elevada concentracdo de plaquetas, rico em fatores de
crescimento oriundos dos granulos a-plaquetarios, com uma grande concentragdo em
proteinas. O aumento de sua concentragao, resulta em proliferacdo e diferenciacéo
celular, e aumento da matriz extracelular, auxiliando também na coagulagéo
sanguinea (CHICHARRO-ALCANTARA et al., 2018). O potencial do PRP em acelerar
a cicatrizagdo esta relacionado com suas propriedades mitogénicas, angiogénicas,
quimiotaticas e a capacidade de reduzir a quantidade de colageno no local da leséo,
além de conduzir um formato mais uniforme e melhor orientado a cicatriz
(QUARTEIRO et al., 2015).

A aplicacdo de concentrado de plaquetas € utilizada em situacdes clinicas
variadas, tais como lesdes relacionadas a déficits circulatérios (AMAR et al., 2015),
como ulceragdes e neuropatias periféericas (HASAN et al., 2015), aplicagdes
odontoldgicas (LENZA et al., 2013) e em cirurgias estéticas (MALAVOLTA et al., 2012;
PATEL et al., 2013). Na area da ortopedia ¢é utilizado em casos de restauragao 6ssea,
lesbes musculares, lesdes articulares, tendineas e ligamentares (ZHANG et al., 2017),
tendo grande importancia para reabilitagdo de atletas profissionais e amadores,
devido a diminuigdo do tempo de tratamento causada pelos fatores de crescimento
contidos no PRP (HOTFIEL et al., 2018; MAZZOCCA et al., 2012). O musculo possui
bom aporte sanguineo, o que propicia aos miofilamentos uma capacidade vascular e
nutritiva potente no reparo de lesdes desse tecido. (GARCIA et al., 2017). Ja as

articulagbes, mais especificamente a cartilagem articular, ndo possui a mesma
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capacidade vascular, o que traduz em danos maiores ao tecido cartilaginoso, menor
marginagao celular, diminuicdo da permeabilidade celular, e consequentemente
menos aderéncia plaquetaria e cicatricial (MANDUCA; STRAUB, 2017; ZHANG et al.,
2017)

As lesdes musculares e articulares sao a causa mais frequente de incapacidade
fisica na pratica esportiva recreacional e profissional. Estima-se que 10 a 55% de
todas as lesdes do esporte estdo associadas com lesdes de tecidos moles (GRANDE
et al., 2013) e aproximadamente 44% por lesdes articulares, que causam consideravel
morbidade musculo esquelética podendo ocasionar dores articulares debilitantes,
comprometimento funcional e artrite degenerativa, resultando em implicagdes
econdmicas e sociais significativas (HAMID; YUSOF; MOHAMED ALI, 2014; HOTFIEL
et al., 2018; KNOP; DE PAULA; FULLER, 2016a).

Sabendo da importancia da técnica de aplicacdo do PRP como uma alternativa
terapéutica para o tratamento de varias patologias, realizou-se uma revisdo da
literatura sobre a utilizagdo do PRP no reparo de lesdes musculares e articulares,
visando verificar as caracteristicas dos protocolos utilizados para obtengéo e utilizagéo
do PRP, além de investigar as divergéncias metodolégicas e quais as células
apresentam-se em maior quantidade e em qual fase de lesdo o PRP se faz mais
efetivo.

MATERIAS E METODOS

Trata-se de um estudo de revisao bibliografica, em que foram pesquisadas as
bases de dados Medline, LILACS, Bireme, PubMed, Cochrane e Scielo. Foram
incluidos artigos originais sobre a utilizagdo do PRP no reparo de lesbes musculares
e osteoarticulares, estudos com grupo controle e aleatorizados, estudos clinicos e
experimentais publicado de 2012 a 2018. Foram excluidos artigos em duplicidade,
artigos sem descri¢gao dos dados metodoldgicos, e estudos que ndo se enquadrassem
nos critérios de inclusdo. Foram consideradas além das caracteristicas gerais dos
estudos, o tipo de tecido lesionado podendo ser musculos e articulagdes, a forma de
tratamento utilizada podendo ser o uso isolado do PRP ou as associagdes
comparadas ou ndo com grupo controle, o perfil da analise dos dados e os principais
resultados de cada estudo.
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As palavras-chave utilizadas foram: “Plasma Rico em Plaquetas” (Platelet rich
plasma); “Reparo muscular’ (Muscle repair) e “Reparo articular” (Joint repair).
Inicialmente, foram selecionados os estudos com base nos titulos, excluindo aqueles
claramente nao relacionados com o tema da revisdo. A seguir, todos os titulos
selecionados tiveram seus resumos analisados para identificar aqueles que
atendessem aos critérios de inclusdo. Ao final da busca, restaram 15 trabalhos
elegiveis. O organograma das etapas, segue descrito na figura 1.

Estratégia de busca

Medline:
Lilacs:
Bireme:
PubMed:
Cochrane:
Scielo:

Total: 3.082 artigos
] ]

Critérios de Inclusédo aplicados Critérios de Exclusao aplicados
- Artigos originais; - Artigos duplicados;
- Estudos aleatorizados; - Nao abordagem do PRP como
- Estudos clinicos e experimentais; recurso terapéutico;
- Publicados entre 2012 a 2018; - Investigar outros tecidos e 6rgaos que
ndo sejam musculo e articulacao;
- Revisdes da literatura;

| ]
Artigos Elegiveis

Abordados 15 estudos

Figura 1. Organograma, das etapas do processo de revis&o da literatura.

Os textos completos dos artigos relevantes foram recuperados para avaliagao
e suas listas de referéncias foram checadas com objetivo de identificar estudos com
potencial relevancia ndo encontrados na busca eletrénica. Foram selecionados os
artigos a serem incluidos na revisdo usando um formulario de tabulacdo das
informacodes relevantes dos estudos. Nao foi possivel realizar uma meta-analise, pois
alguns estudos divergiam em relagdo aos dados estatisticos e as diferentes formas
de mensuragdo dos resultados, portanto o que se segue €, um estudo descritivo e a

uma analise comparativa dos trabalhos encontrados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando o PRP ¢ injetado no tecido lesionado as plaquetas s&o ativadas pela
trombina enddgena e/ou colageno intra-articular. Apos essa ativagao, inicia a
degranulagao dos granulos alfa que secretam alguns fatores de crescimento: Fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), antagonista do receptor da interleucina-1
(IL-1RA), receptores soluveis do fator de necrose tumoral a (TNF-RI), fator de
crescimento transformador 8 (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), fibrinogénio, fibronectina dentre outras
substancias.

Alguns mediadores agem de forma anti-inflamatéria. O antagonista do receptor
da IL-1 inibe a ativagao do gene do NFkB, citocina envolvida no processo de apoptose
e inflamacao. Além desse, 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
pré-inflamatéria. O TGF-B1 também atua como um fator inibidor da degradacgéo da
cartilagem, regula e aumenta a expressdo dos genes dos inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMP-1).

Na articulagdo especificamente, alguns fatores como PDGF e TGF-31,
favorecem a estabilizagcdo da cartilagem por meio da regulagcdo das fungdes
metabdlicas dos condrdcitos, equilibrando a sintese e a degradagcdo dos
proteoglicanos e estimulam a proliferacdo dos condrécitos. Abaixo ilustrado na figura
2 a descrigao esquematica do mecanismo de ag¢ao do PRP na articulagao.
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Os resultados acerca das caracteristicas dos estudos investigados, com o tipo

de amostra, o numero de participantes em cada estudo, o tecido alvo, o tratamento

abordado, a forma de avaliagdo das variaveis e os principais resultados, seguem

descritos no quadro 1.

Quadro 1. Dados dos trabalhos elegiveis obtidos a partir do levantamento bibliografico

e aspectos relevantes dos trabalhos analisados, considerando os critérios de inclusao

supra citados.

Autor/Ano |Amostra Tecido | Tratament Anilise Principais
Alvo o Resultados
Menor
Picrosirius; quantidade  de
QUARTEIRO 30 . PRP; . Mononucleares
Musculo Hematoxilina .
et al., (2015) Ratos Controle Eosi e colageno no
osina
grupo tratado
com PRP.
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PRP aumentou
a quantidade de

. Picrosirius; ,
BECK et al., 344 Musculo PRP; Hematoxilina e f|broblasto§,
(2012) Ratos Controle Eosi neoformagéo e
osina . 2
proliferagao
vascular;
Aumento de
VEGF; Menos
fibras de
DENAPOLI et 30 Musculo PRP; ELISA; colageno e
al., (2016) Ratos Controle Picrosirius; HE | Menor infiltrado
Polimorfo no
grupo tratado
com PRP.
) Associacdo de
CUNHA et al., 20 , PRP; PRP . . PRP + Exercicio
(2014) Ratos Musculo * Picrosirius menos fibras de
Exercicio .
colageno.
) Associacéo
C%nF’;rlg_le, Laser + PRP
GARCIA et 35 , Laser Picrosirius; | menor
Musculo . ) Hematoxilina quantidade de
al., (2017) Ratos isolado; ; .
Eosina polimorfo,
Laser+ menos fibras de
PRP .
colageno.
PRP atenuou a
apoptose celular
em condrécitos
YANG; LU; 3 Ratos Articulaca | Controle; Citometria de tratados com IL-
GUO, (2016) o} PRP+IL-1 Fluxo 1B e reduziu a
producéo de
metaloproteinas
e de matriz.
PRP: PRP apresenta
MEADOWS 48 , T Forca de Tracdo | melhor
Musculo | Medicagéo - A .
etal., (2017) Ratos do musculo resisténcia a
AINH =
forca de tragao;
PRP+EXE
redugao de
CONTRERAS 40 Controle; Forca muscular: polimorfo e
-MUNOZ et Ratos Musculo | PRP; EXE; I?Iistolo ia * | melhor
al., (2017) PRP+EXE; 9 resisténcia forga
de tracdo do
musculo.
) S PRP melhora a
GUERREIRO hurigno Articulacs | Controle; Dor’v(\?(‘;‘lf/ls:cc’r_‘a”o dor; Mas, néo
et al., (2015) o} PRP : ’ melhora
s Movimento .
movimento.
Controle; PRP fresco e
. ~ | PRP; PRP Histologia PRP congelado
Z[[L;U(Ezl(iﬁ? coe2lzos Artlcglaga congelado | (Microscopia de | melhores no
" por 6 condrdcitos) reparo da
meses; cartilagem.
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78 PRP; Questionario de PRP duplo
PATEL et al., humano Articulaca duplo dor e Funcio do melhor que PRP
(2013) o PRP; ~une Gnico e melhor
s joelho
Controle que Controle.
CARNEIRO_; PRP apresenta
BARBIERI; . ~ ) .
10 Articulaca PRP; . . propriedades
BARBIERI Histologia )
NETO. ovelhas o] Controle repe_llratlvas_ da
(2013a) cartilagem;
PRP;
: C PRP melhor nas
VETRANO et | , 6 | Articulaga | '6r@pia | Questionariode | i
humano por ondas dor e fungao do
al., (2013) o} . estudadas do
S de choque joelho ue aruno TOC
(TOC); aue grtipe T
Controle; PRP ~ + EXE
PRESTES et 24 ratos | Masculo PRP + _Anaps_e dlm_lnwc;ao de
al., (2012) EXE histoldgica polimorfonuclea
r.
PRP; PRP
+
CHANG, et 26 Articulagd | Implante; | Imunohistoquimic EREP)(E Implan‘;e
al., (2018) | coelhos o PRP + a (IHC) aurmento
" de TNF e IL-6.
Implante +
EXE

Os resultados obtidos durante a busca apresentaram diversidade em relagao a
estrutura biolégica alvo, alguns estudos optam por analisar tenddes, 6ssos e epitélio
dérmico porém, o quadro 1 ilustrou os trabalhos que abordaram como alvo o0 musculo
e a articulacdo. Outro aspecto relevante trata do delineamento experimental, variando
desde analise com grupo controle como também multigrupos de comparagdo. Em
relacao as formas de tratamentos utilizados observou-se que a utilizacdo do PRP de
forma isolada foi bastante comum (CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO, 2013a).
Porém alguns autores utilizam de outras técnicas para realizar a comparagao entre
outros grupos experimentais (VETRANO et al., 2013; MEADOWS et al., 2017).
Algumas associagbes do PRP com outras terapias concomitantes, sdo comuns tais
como laserterapia, medicamentos e realizagdo de exercicios para analise dos efeitos
e potencias das terapias combinadas (CONTRERAS-MUNOZ et al., 2017).

Por outro lado, houve um consenso quanto as técnicas empregadas para
analise dos resultados, ou seja, a maioria dos estudos abordaram a analise
histolégica, com o uso da colorag&o para Hematoxilina e Eosina utilizada para analisar
e qualificar a inflamagao local, e também quantificar o numero de células presentes
nas lesdes provocadas (PRESTES et al., 2012; CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI
NETO, 2013a; DENAPOLI et al., 2016). E o uso da coloragao de picrosirius, técnica
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utilizada com o objetivo de avaliar a presenga de colageno no tecido
lesionado(GARCIA et al., 2017; CUNHA et al., 2014).

De acordo com os resultados obtidos, um relevante aspecto abordado pelos
autores e relacionado com a eficacia do tratamento refere-se ao processo de
centrifugacdo do PRP(MANDUCA; STRAUB, 2017). O numero de centrifugagdes
pode influenciar diretamente o processo de resolugao e/ou cicatrizagcao das lesdes,
devido a maior separagao das plaquetas e hemacias, com o objetivo de obter um
plasma com altas concentragdes de plaquetas integras (SAUCEDO et al., 2012).

Quarteiro et al. (2015) realizaram dupla centrifugagdo analisaram o efeito do
PRP no reparo da les&do muscular do musculo gastrocnémico. Os autores observaram
que a primeira centrifugacao serve apenas para separar o plasma do concentrado de
hemacias, e que a segunda elimina a porgdo sobrenadante, separando apenas o
centrifugado de plaquetas mais pesado, denominado pelo autor como concentrado
intenso de plaquetas. Porém a realizagdo de duas ou mais centrifuga¢des foi alertado
por Cronicas (2016), ao descrever que as plaquetas ao serem centrifugadas sofrem
constantes processos de filtragem, o que pode ocasionar em perdas das propriedades
biolégicas de agregagao, desgranulagéo ou até mesmo de liberagcdo dos fatores de
crescimento;

Outro aspecto primordial € a velocidade de rotac&o utilizada na centrifugacgao.
Diferentes trabalhos apresentam rotag¢des variando de 1200 a 3200 rpm, porém as
rotagbes médias de 1800 rpm sdo as mais utilizadas (PRESTES et al.,, 2012).
Rotag¢des mais baixas notavelmente prejudicam menos a integridade das plaquetas,
no entanto, rotagcdes mais elevadas proporcionam um alto teor concentrado de
plaquetas (HAMID; YUSOF; MOHAMED ALI, 2014; WASTERLAIN et al., 2013a). De
fato, a integridade plaquetaria € importante para que os fatores de crescimento sejam
liberados com efetividade, pois a reagéo de liberagao do conteudo dos granulos ocorre
sem lise celular, com a manutengdo integra das plaquetas, havendo apenas
mudangas nas suas caracteristicas (SCHIPPINGER et al., 2015).

Essa integridade plaquetaria foi testada por Monteiro et al. (2012) e os autores
compararam o efeito da aplicagdo do PRP com a aplicagdo de células-tronco
mesenquimais na cicatrizagao do tecido 6sseo. Os autores sugerem que diferentes
formas de tratamento autdlogo potencializariam o reparo tecidual no osso. Como

resultado ressaltam que em comparagao ao grupo controle ndo tratado a associagao
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das duas formas autdlogas de células potencializa os efeitos de angiogénese e
reparacao do tecido lesionado.

No trabalho de Beck et al., (2012), as caracteristicas de angiogénese e reparo
do tecido foram investigadas, analisaram ainda, as caracteristicas histoloégicas em
lesdo no musculo supra espinhal do manguito rotador no ombro de ratos. Os autores
mencionam que o PRP é eficaz no reparo deste musculo, e que os grupos tratados
com PRP apresentaram efeitos positivos sobre as propriedades biomecanicas do
supra espinhoso do manguito rotador, ja o grupo controle, sem tratamento, obteve
rigidez e fibrose mais intensas que o grupo tratado. Os autores comentam ainda que
as fibras de colageno do grupo tratado com PRP obtiveram um aspecto mais uniforme
e bem orientado, devido ao poder potencializador das plaquetas na acado dos
fibroblastos de sintese do colageno tipo |, responsavel por modelar o sentido e formato
das fibras musculares.

Essas fibras musculares, compdéem os principais componentes do tecido
muscular e estao relacionadas com as rupturas por lesdes traumaticas do musculo ou
por lesdes por estiramento desses musculos (PRESTES et al., 2012). Porém outros
tecidos, além do musculo e da articulacdo também podem ser beneficiados com a
aplicacdo do PRP, tais como em feridas cutaneas (CHICHARRO-ALCANTARA et al.,
2018) e no tecido 6sseo (MAZZOCCA et al., 2012).

A aplicagcdo do PRP e PRP associado ao cimento cirurgico, foi utilizada em
lesdo 6ssea no fémur de ratos, no trabalho de Sebben et al., (2012), para avaliar a
capacidade do PRP de acelerar e potencializar o efeito de cicatrizacdo éssea. Os
autores observaram em seus resultados, que a aplicagdo do PRP associado ao
cimento cirurgico, n&o apresentou diferenga significativa quando comparado ao PRP
isolado. Esses autores utilizaram a técnica de picrosirius para mensurar a quantidade
de colageno no local da lesdo, e pontuaram apds quatro semanas, a formagao de
tecido conjuntivo desorganizado permeando as areas de neoformagdo O0ssea que
preenchem as cavidades cirurgicas. Apos oito semanas realizaram outra analise, onde
perceberam as dimensdes da lesdo reduzidas com uma discreta area de tecido
conjuntivo organizado permeando as areas de neoformacgdo 0ssea, sugerindo uma
estrutura 6ssea em remodelamento, assim os autores sugerem o efeito precoce sobre
a regeneracéo 6ssea quando os dois biomateriais sado aplicados em conjunto.

Outro estudo que também quantificou a deposigao de colageno foi o de Cunha

et al., (2014), no qual induziram lesdo muscular e submeteu os ratos experimentais,
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ao exercicio fisico em meio aquatico. Os autores demonstram que a aplicagao do PRP
no local da les&do muscular associado com a realizagido de exercicio aquatico, acelera
a cicatrizagao do muscular, com menor quantidade de fibras de colageno tipo | e maior
numero de fibras de colageno tipo Il no grupo treinado em meio aquatico e submetido
ao PRP do que em comparagdo com 0s grupos que receberam os tratamentos
isolados ou que nao receberam tratamento nenhum. Segundo Parker et al. (2017)
quantidade significantemente elevada de fibras de colageno pode sugerir excesso de
cicatriz e diminuicdo da mobilidade do local cicatrizado, enquanto que a diminuigao
significativa de colageno em relagdo ao tecido normal, segundo Duffield et al. (2013)
pode estar relacionada com diminui¢do da capacidade de remodelamento e sugerir
fragilidade do tecido lesionado em atingir propriedades fisiolégicas do 6rgao ou do
tecido lesionado.

Cabe ressaltar que a realizagcdo do exercicio fisico trata-se de um recurso
frequentemente utilizado para potencializar os efeitos cicatriciais de tecidos
lesionados, sendo sua realizagdo isolada ou associada a outro recurso terapéutico
uma importante ferramenta para acelerar o processo de reparo principalmente dos
musculos (CUNHA et al., 2014).

Denapoli et al., (2016), induziram les&do muscular no gastrocnémio de ratos por
mecanismo traumatico objetivando avaliar a influéncia dos leucécitos em diferentes
preparacdes de PRP com énfase especial nas concentracbes dos fatores de
crescimento. Os autores analisaram os seguintes fatores de crescimento: fatores de
crescimento transformante beta (TGFp), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento de hepatécitos (HGF) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF). Todos esses fatores de crescimento foram
quantificados por ensaio imunoenzimatico e, como resultados, os autores mencionam
que atraveés do teste de ELISA os leucdcitos foram a principal fonte de VEGF e todos
os outros fatores de crescimento mensurados tiveram uma maior concentragao.

Considerando os diversos fatores de crescimento e suas respectivas fungoes,

a tabela 1 descreve os principais fatores de crescimento plaquetarios.
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Tabela 1. Fatores de crescimento plaquetarios e suas respectivas fungdes.
Fator de Crescimento Func¢ao

Estimula sintese de proteinas e colageno;

] . Quimiotaxia para mondcitos, neutréfilos e de fibroblastos
PDGF (Fator de crescimento derlvadopara tecido muscular;

de plaquetas)

Importante agdo angiogénica;

Estimula a producéao de IGF-I
Presente em alta concentrag&o no inicio do processo de

reparo;
EGF (Fator de crescimento Desempenha papel vital na proliferagao, diferenciagao,
epidérmico) crescimento e migragdo de células epiteliais

e queratindcitos.
Promove a angiogénese;

Capacidade de formar tecido de granulagao;

Estimula a liberacao de TGF-a

FGF (Fator de

crescimento fibroblastico) Estimula a proliferagao de fibroblastos;

Acelera a formacéo de tecido de granulagao;

Potencial na redugéo de colageno cicatricial;

Importante agéo na fase proliferativa;

IGF (Fator de crescimento insulinico) Acelera a cicatrizacao tecidual;
Promove a migracao dos queratindcitos, melhorando o
reparo tecidual

Promove o efeito de angiogénese;

VEGF (Fator de crescimento vascularRegulador da vasculogénese fisiolégica e permeabilidade
endotelial) vascular;

Acelera o reparo de feridas aumentando a angiogénese;

Exerce efeito quimiotatico para os macrofagos;

Possui 3 isoformas diferentes (TGFB1, 2 e B3) que

TGF-B (Fator de transformagao do possuem fung¢des sobrepostas mas diferentes;

crescimento beta)

Induz a produgédo de colageno e fibronectina e inibe a
atividade das metaloproteinases;

Atuante na cicatrizagdo de feridas e promove a

TGFp1 diferenciacao de fibroblastos e miofibroblastos;
TGFB2 Atuacao em cicatrizagao e fibrose;
Promove a angiogénese;
Reduz a deposicdo de colageno durante as
TGFR3 fases proliferativas e de remodelamento, reduzindo a
formacgao de cicatriz;
CTGF Fibroplasia e Angiogénese;

Fonte: (CHICHARRO-ALCANTARA et al., 2018)

No estudo realizado por Garcia et al., (2017), sobre a efetividade da aplicagao
de PRP + laserterapia com comprimento de onda de 637nm no tratamento do musculo
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séleo lesado, os autores demonstram que no grupo com ambos os tratamentos, fibras
polimorfonucleares como neutrofilos, eosindfilos e basofilos intensas foram
encontradas em 75% do tecido muscular dos ratos analisados imediatamente apos as
lesdes induzidas. Apds os tratamentos, o tecido muscular dos ratos apresentou menor
quantidade de células inflamatérias e menor area lesada, resultando em um disturbio
estrutural menor em comparagdo aos outros grupos. Segundo os autores, tais
achados se justificam pois a laserterapia promove angiogénese e tem propriedades
anti-inflamatérias, enquanto o PRP contém fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador (TGFf) e fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), responsavel por atrair células para o local da leséo e
promover o reparo do tecido. No grupo tratado com laserterapia + PRP, a combinagao
das terapias teria resultado em menor intensidade de fibras polimorfonucleares,
arredondadas e angulares. Como efeito secundario de menos fibras lesadas, a
necrose e a fagocitose foram menores em comparagao com o grupo lesionado. Os
autores concluem descrevendo que os tratamentos isolados ndo apresentaram
resultados.

Zhang et al., (2017) investigaram o efeito da associacdo Kartogenina, uma
substancia capaz de diferenciar condrécitos de células tronco mesenquimais e induzir
formagdo de tecido semelhante a cartilagem em ratos, com o PRP, no reparo
cartilaginoso, analisando dados histolégicos, deposicédo de colageno, bem como a
forca de absor¢cdo de impacto dessa cartilagem. Os autores descrevem através da
analise histolégica por coloracdo de hematoxilina e eosina, um melhor arranjo das
fibras no grupo tratado com Kartogenina em comparagao com o grupo tratado apenas
com PRP, que apresentaram um arranjo moderado das fibrocartilagens. E concluem
que a associagao apresentou melhores resultados no quesito deposigao de colageno

Outro trabalho de les&o de cartilagem de joelhos de ratos, realizado por Yang;
Lu; Guo, (2016), os autores destacam que o PRP promoveu a sobrevivéncia dos
condrdcitos inibindo a apoptose induzida por IL-1[3 través da diminuicdo da expressao
de fatores pro-apoptoticos e aumento da expressédo de fatores antiapoptéticos. Os
autores defendem e sugerem que o efeito que o PRP possui, na inibigdo da atividade
de enzimas catabdlicas, esses efeitos antiapoptéticos e anti-catabdlicos podem
explicar parcialmente a eficacia clinica do PRP no tratamento da lesao da cartilagem,
que normalmente define-se como um tecido de dificil cicatrizagdo. Ja Plentz et al.,
(2008), ao utilizarem o concentrado de fibrina do plasma, em ratos que sofreram lesdo
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no manguito rotador, concluiram que o concentrado de fibrina, é eficaz em induzir uma
resposta de cura, com produc¢do desordenada de fibras de colageno.

Amar et al., (2015) ndo encontraram diferencas significativas entre os grupos
tratado com PRP e o grupo controle, nas lesdes induzidas no ligamento colateral
medial de 32 ratos. Os autores relatam que nem a analise de escore de maturidade
histoloégica (utilizado para avaliar qualitativamente o perfil de células) nem a fungao
biomecanica do tendao apresentaram diferenga no grupo tratado quando comparado
com o controle.

A associagdo da injecdo intratendinea de uma droga denominada
Bevacizumab, associada ao PRP, foi investigada por Dallaudiere et al., (2014), onde
comparou com apenas a indugdo de PRP, em modelo de lesdo no tendao patelar e
tenddo calcaneano de ratos, e analisaram a mobilizagdo articular, a histologia e o
didametro de fibra de colageno. Os autores relatam que a aplicagdo de Bevacizumab
associada ao PRP acelera o reparo tecidual no tenddo com efeitos mais significativos
do que o PRP aplicado de forma isolada. Todos os animais tratados com a associagéo
das terapias apresentaram melhor mobilidade articular em relag&o aos outros grupos,
melhor organizagdo das fibras de colageno, assim como neovascularizagdo no local
lesionado, indicando processo inflamatério e resolugdo mais efetiva do tecido
tendinoso. Em relagcdo ao didmetro da fibra de colageno avaliada através da
ultrassonografia por imagem, o grupo Bevacizumab associada ao PRP, também
apresentou melhor resultado do que comparado aos outros grupos.

Cabe destacar a agao in vitro do plasma rico em plaquetas e a capacidade de
estimulo de fatores de crescimento. Schar et al. (2015) investigaram o fator de
crescimento transformador beta (TGFp), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento de insulina (IFG), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6). Como resultados, os
autores ressaltam que o PRP propicia maior liberacdo de TGFp e PDGF, sem
diferengas no IGF e VEGF, concluindo através do teste de ELISA que o PRP gera
maior agao dos fatores de crescimento na presenga de um concentrado de plaquetas.

Coskun et al. (2011) ressaltam ainda que o TGFf € um dos moduladores mais
importantes no processo de reparo tecidual. E realizaram um estudo, com o objetivo
de analisar os efeitos do tratamento com TGFf nos niveis de oxido nitrico (NO) e nos

niveis de peroxidagao lipidica, no processo de cicatrizagao de feridas orais de coelhos
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e observaram que nos grupos implantados com TGFf3 os niveis de NO aumentaram
significativamente quando comparados ao controle. Sugerindo que o TGFp1 afeta a
cicatrizagédo de feridas alterando a produ¢do de NO e regulando os mecanismos de
reparo de feridas orais de coelhos. Os autores concluem, afirmando que TGFB1 induz
a inibicdo da producao de NO pelos macrofagos através da diminui¢cado da estabilidade
e tradugdo de mRNA para NOS. Esse ultimo estudo n&o foi incluido na tabela 2, devido
ao fato de ser um trabalho in vitro. Contudo, observa-se caracteristicas relevantes na
analise dos estudos que envolvem o PRP como forma de tratamento, destacando-se
a alta incidéncia de lesdes musculares e articulares e os beneficios que o PRP oferece
no reparo do tecido lesionado, bem como em sua capacidade de liberar fatores de
crescimento que potencializam a cicatrizagao do tecido alvo. Enfatiza-se que dentre
os trabalhos analisados, a associacdo do PRP combinado com outras terapias,
potencializa os efeitos de remodelamento do tecido.

Conclusao

De acordo com os estudos investigados, o PRP é uma técnica eficaz no reparo
das lesdes musculares e articulares, por potencializar a liberacdo de fatores de
crescimento tais como TGFB, VEGF e PDGF, dentre outros que potencializam o
processo de cicatrizagao.

O papel do PRP no reparo das lesdes esta diretamente relacionado com a
forma de realizagao da pung¢ao do plasma, assim como 0 humero de vezes em que O
material sobre a centrifugagao e também o numero de rotagdes por minuto, podendo
esses fatores influenciarem na estrutura e capacidade biolégica do PRP. Na analise
dos trabalhos acerca dos efeitos terapéuticos do PRP, a associagdo do concentrado
plaquetario com outras técnicas de tratamento demonstra-se mais eficaz do que a

aplicacao do PRP isolada.
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4.2 ARTIGO 2: EXERCICIO FiSICO ASSOCIADO AO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS (PRP) ATENUA A RESPOSTA INFLAMATORIA EM LESAO
MUSCULAR DE RATOS?

Wagner Menna Pereira, Fernanda Tomiotto Pelissier, Milena Menegazzo Miranda-

Sapla, Ivo llvan Kerppers, Carolina Panis, Wander Rogério Pavanelli.

Resumo

Introdugao: O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é uma técnica altamente utilizada
em procedimentos biolégicos, por gerar fatores de crescimento que aumentam e
aceleram o processo de cicatrizacdo em lesbes musculares. A realizagdo de
exercicios (EXE), atualmente é utilizada na area de reabilitacdo para acelerar o
processo de reparo e devolver a capacidade funcional dos musculos. O presente
estudo, teve como objetivo analisar o efeito bioldgico da terapia com PRP, Exercicio
(EXE) ou PRP+EXE em lesdo muscular através da analise quantitativa de células
inflamatorias, caracterizar a deposigéao de colageno e avaliar a producéo de citocinas
nos modelos de lesdes induzidas em ratos, na fase aguda (3 dias) e tardia (14 dias).
Materiais e Métodos: Foram incluidos 40 ratos wistars, divididos em grupos controle
positivo (n=10), PRP (n=10), EXE (n=10) e PRP+EXE (n=10). O PRP foi obtido por
centrifugacdo do sangue autdlogo, e inserido imediatamente no local da lesdo
muscular. A lesdo muscular foi induzida por mecanismo traumatico e a realizagao do
exercicio fisico se deu em esteira ergométrica adaptada, com duragao de 5 minutos,
1 vez por dia, todos os dias em velocidade de 2cm/seg. Resultados: Na fase aguda
todos os tratamentos reduziram a quantidade de células polimorfonucleares, além de
reduzir cNOS. Houve aumento de NFKB e VEGF no tratamento isolado com PRP que
também foi observado no tratamento isolado com EXE. A associacdo de PRP+EXE
reduziu IL-4, IFNy e TNFa. Na fase tardia, houve uma diminuicdo de VEGF em todos
os grupos tratados, mas somente o grupo EXE foi capaz de diminuir cNOS. Os grupos
PRP isolado e PRP+EXE aumentaram IL-10 e NFKB e somente o grupo associagao
de PRP+EXE foi capaz de reduzir IL-4 e TGFB1. Em relagcéo a deposi¢ao de colageno,
todos os tratamentos foram efetivos em aumentar a quantidade de fibras de colageno
maduro no 14° dia apos a lesdo em relagéo ao controle positivo no 3° dia pos leséo.
Conclusao: Todos os tratamentos reduziram a quantidade de infiltrado inflamatério
na fase inicial e aumentaram a produgdo de colageno maduro. A associagao
PRP+EXE reduziu a produgéo de citocinas inflamatérias tanto na fase aguda quanto
na fase crénica.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas; Fatores de crescimento; Reparo
muscular; Exercicio fisico.



48

PEREIRA, W. M. PHYSICAL EXERCISE ASSOCIATED WITH PLATELET RICH
PLASMA (PRP) ATTENUATES THE INFLAMMATORY RESPONSE IN MUSCLE
INJURY OF RATS?

Wagner Menna Pereira, Fernanda Tomiotto Pelissier, Milena Menegazzo Miranda-

Sapla, Ivo llvan Kerppers, Carolina Panis, Wander Rogério Pavanelli.

Abstract

Introduction: Platelet rich plasma (PRP) is a technique widely used in biological
procedures, for generating growth factors that increase and accelerate the healing
process in muscle injuries. Performing exercises (EXE) is currently used in the
rehabilitation to accelerate the repair process and restore functional capacity of the
muscles. The present study aimed to analyze the biological effect of PRP, Exercise
(EXE) or PRP+EXE therapy on muscle injury through quantitative analysis of
inflammatory cells, characterize collagen deposition and evaluate the production of
cytokines in the models of induced lesions in rats in the acute (3 days) and late (14
days) phase. Materials and Methods: Wistar rats were divided into positive control
groups (n = 10), PRP (n = 10), EXE (n = 10) and PRP+EXE (n = 10). The PRP was
obtained by autologous blood centrifugation, and inserted immediately at the muscle
injury site. Muscle injury was induced by a traumatic mechanism and physical exercise
was performed on an ergometric treadmill, with a duration of 5 minutes, 1 time to day,
every day at a speed of 2cm/sec. Results: In the acute phase, all treatments reduced
the amount of polymorphonuclear cells, in addition to reducing cNOS. There was an
increase in NFKB and VEGF in the PRP treatment that was also observed in the EXE
treatment. The association of PRP+EXE reduced IL-4, IFNy, and TNFB1. In the late
phase, there was a decrease in VEGF in all treated groups, but only the EXE group
was able to decrease cNOS. The isolated PRP and PRP+EXE groups increased IL-10
and NFKB and only the PRP+EXE association group was able to reduce IL-4 and
TGFB1. Regarding collagen deposition, all treatments were effective in increasing the
amount of mature collagen fibers on the 14th day after the lesion in relation to the
positive control on the 3rd day after injury. Conclusion:
All treatments reduced the amount of inflammatory infiltrate in the initial phase and
increased the production of mature collagen. The association PRP+EXE reduced the
production of inflammatory cytokines both in the acute phase and in the chronic phase.

Keywords: Platelet-rich plasma (PRP); Growth factors; Muscle repair; Physical
exercise.

Introducgao

O Plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto do sangue autélogo usado
para tratar lesdes agudas e crénicas de diversos tecidos bioldgicos. Esta terapia vém
sendo estudada e disseminada na literatura cientifica como um potente acelerador do
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reparo tecidual (WASTERLAIN et al., 2013b; WU; DIAZ; BORG-STEIN, 2016).
Proposto desde 1990, o PRP é obtido a partir da centrifugagdo do sangue
preferencialmente autélogo e infiltrado no local lesionado para potencializar a
liberagéo de fatores de crescimento no local da lesdo (CONTRERAS-MUNOZ et al.,
2017).

O PRP possui propriedades curativas atribuidas a concentragbes aumentadas
de fatores de crescimento e proteinas em nivel celular (CUNHA et al., 2014). A
expectativa é que esses fatores, quando introduzidos no local da lesdo aumentem o
recrutamento, a proliferacdo e a diferenciacdo das células e promovam o reparo
acelerado do tecido ao qual foi inserido (COLE et al., 2017).

Dentre as possiveis condicdes clinicas que podem ser tratadas com a aplicacéo
do PRP encontra-se a lesdo muscular (CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI NETO,
2013a; CUNHA et al., 2014). Lesdes musculares sdo definidas como alteragdes,
morfolégicas ou histoquimicas, que promovem disfungdo do aparelho locomotor
(HAMID; YUSOF; MOHAMED ALI, 2014). Podem ser causadas por dois mecanismos:
traumas diretos como as contusdes, e traumas indiretos como os estiramentos
(MEADOWS et al., 2017). Cerca de 30% das lesdes diagnosticadas por médicos tém
relagdes com o sistema muscular sendo um dos traumas mais comuns ocorridos na
pratica esportiva, ou seja, € causa de 10% a 55% de todas as lesdes ortopédicas, o
que a torna uma das principais lesdes do sistema musculoesquelético gerando perda
da func&o do musculo lesionado e dificultando a pratica de exercicios fisicos (GARCIA
et al., 2017).

A realizacdo de exercicios fisicos como forma de estimulo da recuperagao
muscular permite restauracdo do equilibrio fisiolégico do musculo (PRESTES et al.
2012), além de influenciar a presenca de células inflamatérias e de seus mediadores,
tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-
4 (IL-4) (DENAPOLI et al. 2016). Wu; Diaz; Borg-Stein (2016) destacam que as
plaquetas e a realizagao de exercicio fisico podem influenciar na liberacéo de fatores
de crescimento relevantes no processo de cicatrizagcdo tais como cNOS, VEGF e
TGFB1. Os autores destacam ainda, que essas citocinas estimulam o recrutamento,
diferenciagdo e comunicagao celular e estdo diretamente relacionadas com modelo
de cicatrizagao.

Alguns autores sugerem que o exercicio realizado de forma isolada estimula a

sintese bioldgica de mediadores anti-inflamatoérios no local lesionado potencializando
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o reparo e auxiliando na resolugdo do processo inflamatério (CHANG et al., 2018;
CONTRERAS-MUNOZ et al., 2017; CUNHA et al., 2014; PAS et al., 2015).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho, foi analisar os efeitos
biolégicos da aplicacdo do PRP, associado ao exercicio fisico em lesdo muscular de
ratos em fase aguda (3 dias) e tardia (14 dias).

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo experimental, controlado e randomizado. Foram
utilizados 40 ratos Wistar, machos, pesando entre 180 e 250 gramas, com idade de
aproximadamente 2 meses, provenientes do Biotério da Universidade Estadual de
Londrina— UEL/PR e do Biotério da Universidade Estadual de Maringa — UEM/PR. Os
animais foram mantidos em gaiolas de acrilico medindo 45 cm de largura, 53 cm de
comprimento e 25 cm de altura, com 5 animais por gaiola, sendo-lhes permitido livre
acesso a ragao especifica para roedores e a agua ad libitum, durante todo o periodo
do experimento. Os animais mantiveram-se em biotério com ciclo claro/escuro de 12h
(luzes ligadas de 7h as 19h) sob temperatura de 23°C + 1°C. Todos os experimentos
foram conduzidos segundo as normas de Comissdo Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA e CEUA - UNICENTRO, sob parecer de
aprovacao 024 e 045//2017 (ANEXO I).

Realizagao do Estudo

Realizou-se os experimentos praticos e diarios de rotina com os animais,
inducéo das lesdes, preparo dos materiais e eutanasias na Universidade Estadual do
Centro-Oeste — UNICENTRO, através do laboratério de Neuroanatomia e
Neurofisiologia, localizada na cidade de Guarapuava-PR. A realizagdo das analises
dos materiais e processamento dos resultados realizou-se na Universidade de
Londrina — UEL, através do laboratério de Imunoparisitologia das doencgas
negligenciadas e cancer, na cidade de Londrina-PR.

Delineamento experimental
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Os animais foram separados por fase aguda e fase tardia, de acordo com o
periodo de eutanasia, sendo o periodo de 3 dias para analise dos efeitos agudos e 14
dias para analise dos efeitos tardios, conforme ilustrado no fluxograma da figura 1.

Destes, 4 grupos compuseram a fase aguda (3 dias) e 4 grupos compuseram
a fase tardia (14 dias). O grupo controle muscular positivo sofreu lesdo muscular sem
tratamento (C+), o grupo lesdo muscular + PRP sofreu a lesdo e foram tratados
somente com PRP (PRP), o grupo lesao muscular + EXE, sofreu a lesdao e foram
tratados somente com exercicio (EXE) e o grupo lesdo muscular + PRP + EXE

(PRP+EXE) sofreu a lesao e foram tratados com PRP e a realizagédo de exercicios.
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Picrosirius e coleta de material para teste de ELISA.

Figura 1 - Fluxograma da alocagao de animais conforme grupo de conduta aplicada
e tempo de intervencdo. Descrito o numero de animais pertencentes em cada grupo

e as intervengdes realizadas na fase aguda (3 dias) e fase tardia (14 dias).

Obtencao do Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
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Para obtencao do PRP foi utilizado o mesmo protocolo realizado por Contreras-
Mufoz e colaboradores (2017). Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de
quetamina e 15 mg/kg de xilazina por via intraperitoneal, apds isso, foram coletados
1mL de sangue por pungédo cardiaca com agulha calibre 0,80 x 25mm. Alguns animais
sofreram o&bitos relacionados ao trauma cardiaco induzido pela puncgdo, porém
realizou-se a reposi¢céo desses animais para homegeneidade da amostra. O sangue
foi transportado para um tubo de coleta a vacuo de 4,5ml contendo EDTA como
anticoagulante. Apds a homogeneizacgao, o tubo foi centrifugado uma unica vez, para
nao danificar as propriedades das plaquetas a 1800rpm durante 10 minutos, a uma
temperatura de 25°C apos a coleta do sangue, os animais foram devolvidos as
respectivas gaiolas e aguardado o periodo de retorno dos efeitos da anestesia.

Apos o processo de centrifugagao foi possivel distinguir duas camadas no tubo,
as hemacias ao fundo e o plasma sobrenadante. Foram coletados 500uL do plasma,
que foi congelado e mantido em -20°C para uso posterior. O tratamento foi feito pela
injec&o autologa de 10uL pontualmente no local da les&o, como descrito por Quarteiro
et al., (2015).

Indugao da lesao muscular

Para a indugao da lesdo muscular por mecanismo traumatico, utilizou-se um
dispositivo semelhante ao usado no trabalho de Quarteiro et al., (2015), onde o animal
foi anestesiado previamente com o segmento a ser lesionado devidamente
posicionado abaixo da linha de acdo do dispositivo que induz a lesdo muscular, o
trauma é gerado por queda de uma estrutura de metal solida com peso 200g que
percorreu uma distancia de 30 cm até a base onde estava localizado o membro a ser
atingido, como ilustrado na figura 2. Assim, a forca gerada pelo dispositivo foi de
aproximadamente 240N, mensurados a partir do peso do objeto e pela altura da
queda. A regido escolhida para indugédo da les&do muscular foi a regido posterior do
membro inferior direito, exatamente no musculo gastrocnémio, regido essa
encontrada superficialmente e de facil localizagcdo (PRESTES et al, 2012).

Imediatamente apds a indugéo da leséo foi aplicado o PRP autélogo.
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Figura 2- Procedimento de indugao de lesdo muscular, na regiao posterior do membro
inferior direito, exatamente no musculo gastrocnémio. O membro do animal foi
mantido em posicionamento de extensdo de joelho e a regido muscular a ser lesionada
foi posicionada cautelosamente abaixo do ponto de queda do dispositivo indutivo da

lesao.

Realizagao dos exercicios fisicos

Os animais alocados no grupo exercicio foram submetidos a um periodo de
adaptagdo a caminhada, que consistiu de exercicio diario a uma velocidade de
2cm/seg, por um periodo de 5 minutos/dia, por 10 dias, antes da indugao da lesao.
Utilizou-se um dispositivo de acrilico posicionado acima da esteira, com o intuito de
induzir caminhada em linha reta, sem nenhum animal invadir o espaco de outro, com
velocidade continua e lenta, adaptada para exercicio em ratos da espécie Wistars
(Figura 3). A esteira utilizada foi da marca Movement®, e a metodologia do protocolo
de exercicio utilizada seguiu o recomendado para ratos (CONTRERAS-MUNOZ et al.,
2017). A adaptacao foi realizada para reduzir o estresse causado pela corrida sem

promover alteragdes fisioldgicas relativas ao treinamento fisico.
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Apos o término dos 10 dias de treinamento de adaptagao, os animais foram
lesionados e realizaram exercicios de caminhada na esteira uma vez ao dia, com a

mesma velocidade e horarios, durante 5 minutos, todos os dias.

Figura 3. Realizagdo de exercicio de corrida na esteira ergométrica adaptada para
ratos. Velocidade controlada de 2cm/seg com exercicios diarios e duragdo de 5

minutos durante 3 ou 14 dias.

Eutanasia dos animais

A eutanasia foi realizada sob prévia anestesia com solugcédo de Cloridrato de
quetamina (80 mg/Kg) e xilasina (15 mg/Kg), sendo administrado 1mL de tiopental
intraperitoneal, conforme realizado no trabalho de Chang et al., (2018). A eutanasia
foi realizada 3 dias ap6s a indugdo da lesdo, com o intuito de observar os
componentes inflamatorios agudos e apés 14 dias da indugao da lesdo, com o intuito
de observar os componentes inflamatérios tardios.

Analise histolégica

Apos eutanasia dos animais, o musculo a ser analisado foi fixado em formalina

tamponada 10% por 48 horas. Apds, foram desidratados em alcool 70% e clarificados
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em xilol. Em seguida, foram inclusos em blocos de parafina e cortes longitudinais de
5um de espessura foram obtidos com o auxilio de um micrétomo, foram obtidos 5
l&minas de cada bloco, com 3 cortes em cada lamina. Os cortes foram dispostos em
laminas preparadas com polilisina e incubados a 50°C para aderéncia por 12 horas.
Em seguida, foram lavados em xilol para a remogao do excesso de parafina e
reidratados com concentragdes decrescentes de alcool.

Os cortes reidratados foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E),
desidratados com concentragcdes crescentes de alcool, lavados com xilol e cobertos
com laminulas para posterior analise microscopica (CARNEIRO; BARBIERI;
BARBIERI NETO, 2013b). A avaliagédo dos resultados foi realizada pela mensuragao
histolégica quantitativa do numero de células por corte e classificou-se a presencga de
células em polimorfonuclares ou mononucleares e proporgéo de células inflamatorias
na regiao da lesédo, conforme Tabela 1.

A presencga de infiltrado inflamatorio foi quantificada com a escala utilizada por
Amar et al. (2015) e Garcia et al. (2017), considerando 0 (auséncia de inflamagao), 1
(discreta inflamacéo), 2 (moderada inflamacé&o) e 3 (quantidade elevada de infiltrado
inflamatorio). A analise objetivou identificar a presenca de polimorfonucleares como
neutrofilos, basofilos e eosindfilos. E mononucleares, células de atuagao tardia no
processo de reparo, tais como os linfécitos, mondcitos e macrofagos. A analise foi
realizada por um patologista experiente e capacitado para esse tipo de analise
microscopica.

SCORE DE INFLAMACAO

Auséncia de inflamagao 0 Tecido semelhante ao normal
. . . Pouca presenga de neutréfilos, macrofagos, linfocitos e
Discreta inflamagao 1 ]
outras células.
Moderado infiltrado 5 Elevada presenca de neutréfilos, macréfagos, linfécitos e
inflamatério outras células.
Quantidade elevada de 3 Intensa e populosa presencga de neutrdéfilos, macréfagos,
infiltrado inflamatoério linfécitos e outras células.

Tabela 1. Descricao da quantificagao do nivel inflamatério, realizada pelo analisador.
Fonte: Adaptado de Garcia et al., (2017) e Amar et al., (2015).
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Analise da deposigao de colageno

Com o intuito de analisar a presenga de colageno o musculo lesionado foi
coletado e fixados em 10% de formalina neutra tamponada, por um periodo de 48
horas antes do processamento, sendo entdo embebidos em parafina, e realizados
cortes longitudinais de 5 pm de espessura. Apds, os cortes foram corados com
picrosirius fast green. Imagens foram capturadas utilizando microscopio de luz
polarizada em campo claro e campo escuro, de acordo com Miranda et al., (2015) e
Sebben et al., (2012).

As imagens foram analisadas com software Image PRO Plus 7.0 no qual
utilizou-se uma mascara como modelo e realizada varredura para identificar o total de
fibras de colageno maduro (CUNHA et al., 2014).

Determinagao dos niveis de citocinas

Para a obtencéo do conteudo liquido celular do material muscular, realizou-se
o processo de maceragdo da pega. Para isso descongelou-se o material e a
maceragao ocorreu através de um homogenizador T25 digital ultra Turrax para
obtengao do sobrenadante do conteudo muscular na quantidade de 100mg/ml.

O sobrenadante do material macerado, foi utilizado para medir as seguintes
citocinas proé-inflamatorias: fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interferon gama
(IFNy) e interleucina-1 (IL-1) e as seguintes citocinas anti-inflamatorias: fator de
transformacgao do crescimento beta (TGFp1), interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-
10) todas por ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA), de acordo com as
instrucdes do fabricante (eBiosciences, EUA). As placas foram lidas a 450nm usando
leitor de placa ELISA (Thermo Scientific, Multiskan GO). Optou-se por analisar essas

citocinas, por serem importantes moduladoras do processo inflamatério.
Analise imunohistoquimica (IHC)

Para a realizagao da técnica de imunohistoquimica (IHC) foram confeccionadas
ldaminas como descritas acima para as analises histologicas e preparado anticorpos
da marca Santa Cruz Biotech. A marcacgao foi realizada como descrito por Panis et al.,

(2011). Os cortes foram delimitados com caneta hidrofébica Dako Pen® e realizado o
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bloqueio das peroxidases enddgenas em solugdo de peroxido de hidrogénio 10% por
30 minutos, seguido de bloqueio de ligagdes inespecificas por incubagdo em soro fetal
0,1% por 1 hora. Na sequéncia, os cortes foram incubados com os anticorpos
primarios anti-CNOS (diluigdo 1:300), anti-NFkb (1:500) e anti-VEGFa (1:500) em
camara umida overnight a 4°C. Apds a incubacao, as laminas foram submetidas a 2
banhos (5 minutos) em PBS e em seguida, incubadas com anticorpo secundario. A
marcacao foi revelada pela incubagdo com 3,30-diaminobenzidina (DAB) por 1 min.
Na ultima etapa, as se¢des foram fracamente contra-coradas com a hematoxilina de
Harry (Merck). A intensidade e a localizagdo da imunorreactividade com todos os
anticorpos primarios utilizados foram examinadas em todo o conteudo da lamina,
utilizando um microscopio Optico. Para o estudo de analise de imagem,
fotomicrografias coloridas de areas representativas (ampliacdo de 400x) foram
adquiridas digitalmente. Para a pontuagdo semiquantitativa, as imagens, em um total
de 10 imagens para cada corte de cada animal foram avaliadas por meio da
ferramenta de deconvolugdo de cores no software Image J (NIH, EUA). Pixels foram
categorizados como descrito anteriormente por (CHATTERJEE et al., 2013), como
fortes positivos (3+), positivos (2+), fracos positivos (1+) e negativos (0).

Analise estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o software Graphpad Prism versao 7.
Realizou-se teste de normalidade de Kruskal-Wallis (95%) e para a realizagdo das
comparagdes entre os grupos, utilizou-se o teste estatistico de comparacéo

multigrupos de Dunn’s, considerando significancia estatistica p<0,05.
Resultados

1. Analise histolégica quantitativa de polimorfonucleares e mononucleares do
grupo controle positivo e dos grupos tratados com PRP, Exercicio (EXE), ou

PRP+EXE em lesdo muscular ao 3° e 14° dia pés les3o.

Inicialmente, foi analisada a quantidade e tipos celulares dos musculos tratados
ou ndo com PRP, Exercicio (EXE) ou PRP+EXE. Foi verificado que no 3° dia houve

reducao dos polimorfonucleares de todos os grupos tratados, quando comparados ao
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controle e na analise da presenga de células mononucleares somente o grupo leséo
muscular tratado com EXE apresentou redugao significativa. Na analise do musculo
no 14° dia pos lesdo, ndo houveram resultados significativos nem para

polimorfonucleares nem para mononucleares. Conforme dados do quadro 1.

HEMATOXILINA e EOSINA
3 dias
Controle PRP EXE |PRP + EXE
042 0,14 +
Polimorfonucleares| 1 £ 0,23 | 0,14 £ 0,08*** + 0 ’05**‘*
Lesao Muscular 0.10
248 + 1,28
Mononucleares T 2,42 + 0,21 + 1,85+ 0,33
0,16 *
0,33
14 dias
Controle PRP EXE |PRP + EXE
) 0,12 + 1,6 £
Polimorfonucleares 0,03 0,66 + 0,20 0.31 0,02 + 0,01
Lesao Muscular
088 + 0,33
Mononucleares A 1,16 £ 0,17 + 0,02 + 0,02
0,21 0.11

Quadro 1. Dados de média e desvio padréo, para as leituras microscopicas quali-
quantitativa de polimorfonucleares, e mononucleares, por coloracido de hematoxilina
e eosina dos grupos controle, tratado com PRP, tratado com exercicio (EXE) e tratado
com PRP associado ao exercicio (PRP+EXE), para o grupo lesdo muscular apds 3 e
14 dias. As qualificagbes seguiram as descri¢des da tabela 1 supracitada. A analise
foi feita por varredura completa do tecido. Cada grupo foi composto por 5 animais.
*Significancia estatistica (p<0,05). **Significancia estatistica (p<0,01). ***Significancia
estatistica (p<0,001).

A figura 4 ilustra as fotos representativas dos cortes histologicos para coloragéo
com hematoxilina e eosina (H&E) do musculo de ratos do grupo controle (C+) aos 3 e
14 dias, do grupo tratado com PRP (PRP) aos 3 e 14 dias, do grupo tratado com
exercicio (EXE) aos 3 e 14 dias e do grupo tratado com associa¢ao de PRP e exercicio
(PRP+EXE) aos 3 e 14 dias.

No grupo controle muscular positivo 3 dias (C+3) observa-se infiltrado
inflamatdrio de neutréfilos e leucdcitos, presenca elevada de exsudato proteico e com
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endomisio abundante, variagdes de diametros das fibras e fibras musculares atroficas
na periferia. No grupo controle muscular positivo 14 dias (C+14) verificou-se a perda
das delimitagdes das fibras musculares (perimisio e endomisio), aumento dos nucleos
musculares e células polimorfonucleares como neutréfilos, eosindfilos e basofilos
(figura 4).

No grupo PRP apds 3 dias de lesdo (PRP3) observa-se fibras musculares
anguladas, infiltrado inflamatorio na regido central do tecido, fibras com variagéo de
didametros (atroficas). Apos 14 dias do grupo PRP (PRP14) observa-se alargamento
do perimisio e fibras atrofiadas (figura 4).

A analise do grupo EXE3 nota-se a presencga de necrose muscular, alteragdes
na forma das fibras musculares, alargamento do perimisio, centralizacdo de nucleos
musculares e presenga moderada de linfocitos. Na andlise do 14° dia (EXE14)
observa-se aspectos das fibras musculares em tamanho e forma normal, interligadas
pelo feixe do perimisio e melhor preenchimento fibrilar (figura 4).

Ainda na figura 4 observa-se no grupo PRP+EXES3 as fibras musculares com
aspectos normais, perimisio levemente afastados. Na analise do 14° dia
(PRP+EXE14) o alinhamento das fibras musculares se faz presente, e o sentido das

fibras pode ser visualizado com mais clareza.
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Figura 4. Analise do infiltrado inflamatdrio identificado pela presenga de células
polimorfonucleares e mononucleares em corte longitudinal do musculo de ratos dos
grupos controle positivo 3 dias (C+3), controle positivo 14 dias (C+14), grupo tratado
com PRP 3 dias (PRP3), grupo tratado com PRP 14 dias (PRP14), grupo tratado
somente com exercicio 3 dias (EXE3), grupo tratado somente com exercicio 14 dias
(EXE14), grupo tratado com associagdao de PRP+EXE 3 dias (PRP+EXE3) e grupo
tratado com associagao de PRP+EXE 14 dias (PRP+EXE14). Numero total de 5 ratos
para cada grupo. Coloragao H.E. Foto em objetiva de 10x minimizada no canto

superior direito e objetiva de 40x para focar o local em que foi realizada a analise. (a)
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infiltrado inflamatario; (b) fibra muscular; (c) nacleo muscular; (d) infiltrado edematoso;
(e) fibra com multiplos nucleos; (f) fibra muscular desorganizada; (g) fibra muscular

afinada; (h) perimisio; (i) endomisio alargado com necrose muscular.

2. Andlise da producao de citocinas (ELISA) na lesdo muscular do grupo
controle positivo e dos grupos tratados com PRP, EXE e PRP+EXE no 3° e 14°

dias pos lesao.

Abaixo, seguem descritas primeiramente as citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-
10 e TGFB1. O comportamento da citocina IL-4 no musculo ao 3° e 14° dia pode ser
observada na figura 5A, onde obteve-se significAncia estatistica para a analise
intragrupo entre EXE3 e EXE14 com p-valor de 0.0013. Ja na comparagao
multigrupos, obteve-se diferenca significativa entre C+3 e PRP+EXE-3 com p=0.0050,
PRP14 e PRP+EXE14 com p-valor de 0,0270 e EXE14 com PRP+EXE14 com p-valor
de 0,0053. Na figura 5B estdo dispostos os valores médios e desvio padrdo para
analise da IL-10. Na analise intragrupo, obteve-se diferenga estatistica entre PRP3 e
PRP14 com p-valor de 0.0243 e entre os grupos PRP+EXE3 e PRP+EXE14 o p-valor
foi de 0,0005. Na analise multigrupos observa-se que PRP14 (p=0,0047) e
PRP+EXE14 (p=0,0030) aumentaram significativamente os valores em relagdo ao seu
controle (C+14). Observa-se que os valores médios da IL-10 no 14° dia foram maiores
do que os valores dessa citocina no 3° dia pos lesdo. Os valores para a citocina TGF 31
estdo dispostos em média e desvio padrao na figura 5C onde observa-se na analise
intragrupo PRP+EXE3 e PRP+EXE14 que houve um aumento significante da
producédo da citocina TGFp1 com p-valor de 0,0271. Ja na comparagao multigrupos,
obteve-se significancia entre os grupos PRP3 e PRP+EXE3 com p-valor de 0,0217 e
entre os grupos EXE3 e PRP+EXE3 com p-valor de 0,0234.
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Figura 5. Valores da producdo das citocinas anti-inflamatérias I1L-4 (A), IL-10 (B) e
TGFB1 (C) em picograma por mililitro no musculo de ratos, para o grupo lesao
muscular ao 3° e 14° dias tratados ou ndo com PRP, EXE e PRP+EXE. Andlise de
comparagao intragrupo (mesmo tratamento 3 e 14 dias) e comparagédo multigrupos no

mesmo tempo de les&o (Teste estatistico de comparagédo de Dunn’s p<0,05). Numero
de 5 animais para cada grupo.
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A seguir seguem descritas a expressao das citocinas pro-inflamatorias IFNy, IL-
1 e TNFa. Na figura 6A encontram-se os valores meédios e desvio padrdo da citocina
IFNy que na analise intragrupo EXE3 e EXE14 houve uma diminuig&o estatisticamente
significante com p-valor foi de 0.0018. Na analise multigrupos obteve-se diminuicéo
dos valores de IFNy do grupo PRP+EXE3 em relag&o ao seu controle C+3 com p-valor
0,0010. Observa-se ainda na figura abaixo, que os valores de producéo de IFNy no 3°
dia foram maiores se comparados aos valores no periodo tardio de 14 dias. Os valores
de IL-1 podem ser verificados na figura 6B, que demonstra as médias e o desvio
padrdao em cada grupo. Na comparacéo intragrupo de EXE3 e EXE14 o p-valor foi
0,0001. A citocina TNFa pode ser visualizada em seus valores médios e desvio padrao
na figura 6C, onde observou-se na analise intragrupos uma diminui¢ao significativa do
grupo EXE3 para EXE14 (p=0,0217) e um aumento significativo do grupo PRP+EXE3
para PRP+EXE14 (p= 0,0012). Na analise intergrupos houve uma diminuicdo na
producédo de TNFa do grupo PRP+EXE3 em relagcdo ao seu controle 3 dias (C+3) com
p-valor 0,0003. E entre EXE3 e PRP+EXE3 com p-valor de 0,0003.
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Figura 6. Valores da producdo das citocinas pro-inflamatorias IFNy (A), IL-1 (B) e
TNFa (C) em picograma por mililitro no musculo de ratos, para o grupo lesdo muscular
ao 3° e 14° dias tratados ou ndo com PRP, EXE e PRP+EXE. Analise de comparagao
intragrupo (mesmo tratamento 3 e 14 dias) e comparagdo multigrupos no mesmo
tempo de lesdo (Teste estatistico de comparagao de Dunn’s p<0,05). Numero de 5
animais para cada grupo.

3. O tratamento com PRP, EXE e PRP+EXE altera a produgao de mediadores pré
inflamatorios analisados por Imunohistoquimica (IHC) no 3° e 14° dias
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Realizou-se a analise de 3 proteinas através da técnica de IHC, todas
envolvidas no processo de cicatrizagdo: NFkB(p65), VEGF e cNOS. Os dados
referentes as médias e desvios-padréao de todos os grupos experimentais para cada
marcador analisado estdo apresentados abaixo.

Na figura 7 (A, B e C) a seguir, apresenta-se os resultados das comparagdes
entre os grupos analisados. Para a lesdao muscular avaliada em 3 dias, observa-se
que o exercicio foi capaz de reduzir a expressao do NFkB (figura 7A) em comparagéo
ao grupo controle positivo sem tratamento. Por outro lado, o grupo tratado somente
com PRP no 3° dia aumentou a expressao deste marcador em relagdo ao C+3.

Os niveis de VEGEF (figura 7B), foram aumentados tanto pelo exercicio como
pelo tratamento com PRP e n&o foi alterado pela associagdo EXE+PRP3. A figura
7(C) ilustra a expresséo dos niveis de ctNOS que foram significantemente reduzidos

em todos os tratamentos.
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Figura 7. Expressao dos niveis das proteinas analisadas no musculo de ratos apos
indugado da lesdo em 3 dias. (A) Expresséo dos niveis de NFkB, (B) VEGF e cNOS
(C). Grupo controle positivo (C+3), Grupo tratado com PRP (PRP3), grupo tratado com
exercicio isolado (EXE3) e grupo tratado com associacdo PRP+EXE (PRP+EXE3).
Cada grupo foi composto por 5 animais. *Significancia estatistica (p<0,05).

**Significancia estatistica (p<0,01). ***Significancia estatistica (p<0,001).

Na figura 8 (A, B e C) apresenta-se os resultados das comparagdes entre os
grupos analisados. Para a lesdao muscular avaliada em 14 dias, observou-se na
figura 8A, que o tratamento com PRP isoladamente ou com a associagdo EXE+PRP
promoveu aumento significativo dos niveis de NFkB. O VEGF (figura 8B) apresentou-
se significantemente reduzido em todas intervengdes. Ja os niveis de cNOS (figura

8C), variaram significativamente apenas no grupo EXE14.
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Figura 8. Expressao dos niveis das proteinas analisadas no musculo de ratos apos
inducao da lesdao em 14 dias. (A) Expressao dos niveis de NFkB, (B) VEGF e cNOS
(C). Grupo controle positivo (C+14), Grupo tratado com PRP (PRP14), grupo tratado
com exercicio isolado (EXE14) e grupo tratado com associagdo PRP+EXE
(PRP+EXE14). Cada grupo foi composto por 5 animais. *Significancia estatistica
(p<0,05). ***Significancia estatistica (p<0,001).
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4. Deposicao de colageno na lesdao muscular tratada ou ndo com PRP, EXE ou
PRP+EXE no 3° e 14° dias.

Em relagdo a deposicao de colageno, a figura 9 ilustra os valores de média e
desvio padrdo da quantidade de colageno maduro em porcentagem por area
analisada dos grupos com lesdo muscular tratados ou ndo com PRP, EXE e
PRP+EXE no 3° dia e no 14° dia pos lesdo. Verifica-se que a quantidade de fibras de
colageno no 3° dia foi menor se comparado a quantidade de colageno no 14° dia.
Obtendo-se um aumento estatisticamente significante na comparagdo multigrupos
entre controle positivo 3 dias (C+3) com os grupos tratados com PRP14 (p=0,0418),
EXE14 (p=0,068) e PRP+EXE14 (p=0,0028).

Colageno Maduro

0.0028

0.0068

0.0418

20+

Porcentagem/Area

10+

x R & & F R & &
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Figura 9. Analise do efeito da terapia PRP, EXE e PRP+EXE na quantidade de
colageno maduro do musculo de ratos apds 3 e 14 dias de lesdo. Cada grupo foi
composto por 5 animais. Dados representam média e desvio padrao dos grupos
controle positivo (C+) grupo tratado com PRP (PRP), grupo tratado com exercicio
(EXE), grupo tratado com associacdo PRP+EXE (PRP+EXE), grupo controle positivo
(C+), grupo tratado com PRP (PRP), grupo tratado com exercicio (EXE) e grupo
tratado com associacdo PRP+EXE (PRP+EXE). Teste estatistico de comparacéo
multigrupos de Dunn’s para p<0,05.
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A figura 10 ilustra as fotos microscépicas representativas de cortes longitudinais
de musculo de ratos para analise da quantidade de colageno com coloragdo de
picrosirius, dos grupos controle, tratado com PRP, tratado com EXE e tratado com
PRP+EXE, apos 3 e 14 dias.

PRP+EXE3

Figura 10. Fotografias microscépicas com coloragéo picrosirius fast green do musculo
gastrocnémio de ratos analisado em corte longitudinal dos grupos controle positivo 3
dias (C+3), controle positivo 14 dias (C+14), grupo tratado com PRP 3 dias (PRP3),
grupo tratado com PRP 14 dias (PRP14), grupo tratado somente com exercicio 3 dias
(EXE3), grupo tratado somente com exercicio 14 dias (EXE14), grupo tratado com
associagdo de PRP+EXE 3 dias (PRP+EXE3) e grupo tratado com associagao de
PRP+EXE 14 dias (PRP+EXE14). Observa-se a presenga de fibras de colageno
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identificado pela seta no local em que localizam-se as fibras de colageno maduro com

coloragéo vermelha. Foto em objetiva de 40x.

Discussao

No presente trabalho pdde-se observar de forma geral que os tratamentos com
PRP, EXE e PRP+EXE tanto na fase aguda quanto na fase tardia, sdo fundamentais
para a cicatrizagdo do musculo, uma vez que altera a produgao de citocinas e de
mediadores envolvidos no processo inflamatario.

Analisando o musculo lesionado de ratos, nota-se que todos os grupos tratados
apresentaram reducéo significativa no perfil celular inflamatério de polimorfonucleares
na fase aguda (3 dias) quando comparado ao controle. Este resultado esta de acordo
com Garcia et al., (2017) que verificaram os efeitos do tratamento com PRP na lesao
muscular traumatica da panturrilha de trinta e cinco ratos. Os autores enfatizam que
terapias que estimulam a proliferacao celular e a producgao de fatores de crescimento
tais como a aplicagao de plaquetas autdlogas, a pratica de exercicios ou até mesmo
a aplicacéo de luz estimuladora no local da lesdo, induz melhores resultados clinicos
que animais controle. Os autores justificam esse mecanismo através da capacidade
terapéutica das técnicas associadas ao PRP em estimular a agao de cicatrizagao do
musculo estimulando um maior aporte vascular no local da lesao.

Contreras-Mefoz et al. (2017) analisaram os efeitos da aplicagdo do PRP
associado ao exercicio fisico em esteira e investigaram os resultados no periodo tardio
de 14 dias. Os autores encontraram resultados semelhantes ao presente trabalho,
principalmente no que se refere ao efeito na melhora da cicatrizagédo da area lesionada
e enfatizam que a agdo do PRP autélogo aplicado no local da les&o induz maior agéo
de leucocitos e células brancas, que garantem resisténcia natural aos fatores
envolvidos no processo inflamatorio, potencializando a agdo de combate a gentes
agressores, permitindo resposta de cicatrizagdo acelerada da lesdo muscular. Os
achados dos autores supracitados corroboram com os achados do presente trabalho
que demonstrou que a aplicagao do PRP diminuiu significativamente a quantidade de
células polimorfonucleares, permitindo afirmar que o PRP isolado, ou associado ao
exercicio, assim como a realizacao isolada do exercicio propicia redu¢ao do infiltrado

inflamatorio polimorfonuclear no musculo lesionado de ratos.
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Analisando o grupo tratado com PRP+EXE observa-se que a associagéo
desses tratamentos induziu uma diminuigdo de IL-4, tanto na fase aguda, quanto na
fase tardia da lesdo muscular, tais achados permitem afirmar que o exercicio fisico
associado a aplicagao do PRP possui propriedades pro-inflamatorias inerentes a
associacdo dessas terapias, pois a aplicacdo das terapias de forma isolada nao
apresentou essa reducdo, dessa que € uma citocina de perfil Th2. Esses achados vao
de encontro com Niu e Ro (2011) que também encontraram uma diminui¢céo de IL-4
em lesdo muscular de ratos, os autores descrevem que essa diminuigdo de IL-4 regula
positivamente os receptores opidides periféricos sob condi¢des inflamatérias e
descrevem que essa redugdo de IL-4 esta relacionada com a baixa proliferagao
celular, fator esse que pode ser positivo na aceleracdo da cicatrizacdo das lesdes
musculares.

Outra informacao relevante, refere-se ao aumento de VEGF na fase inicial do
processo lesivo do musculo de ratos nos grupos tratados com PRP e tratados com
EXE de forma isolada, ja na fase tardia, todos os grupos reduziram significativamente
a expressao de VEGF. Segundo Chicharro-Alcantara et al. (2018), esses achados se
justificam devido ao fato de VEGF ser uma proteina responsavel pela sintese de
neovascularizagao e participar ativamente na formagao de capilares que permitem a
chegada de outras células importantes acelerando o processo de cicatrizagéo,
elevando dessa forma os valores de expressdo dessa proteina na fase inicial. Ja a
diminuicdo de VEGF na fase tardia, pode ser justificada devido a diminuigdo da
neovascularizagio necessaria nesta fase, para conter o processo de extravasamento
de liquido e propiciar a produgdo de cicatriz para remodelagem das fibras.

Segundo Rovere-Querini; Clementi; Brunelli (2014) o 6xido nitrico (NO) € um
mensageiro gasoso envolvido em mecanismos responsaveis por preservar a fungcao
muscular e estimular a reparagédo muscular. Em processos fisiologicos a produgao de
NO vem majoritariamente da cNOS, por isso se associa o papel da cNOS a
cicatrizagédo. No presente trabalho notou-se que todos os grupos tratados diminuiram
cNOs na fase inicial, tal fator pode ser justificado pela possivel ativagdo de outras vias
nessa fase aguda, tal como iINOS que se trata de uma enzima presente quando ha
lesao e inflamacgao e que nao foi dosada no presente trabalho. Ja na fase tardia, nota-
se que apenas o grupo EXE foi capaz de reduzir cNOS, fator esse que segundo
Dietrich (2002) pode estar associado as caracteristicas fisiolégicas do exercicio, pois
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essa forma de intervengao pode levar mais tempo para manter ou elevar niveis de
cNOS.

A insignificante producao de IL-1, bem como as redugdes significativas de IFNy,
TNFa, foram induzidas pelas realizagdo da associagao entre PRP+EXE na fase aguda
da lesdo muscular demonstrando comportamento sinérgico entre essas citocinas e
permitindo afirmar que o tratamento associado entre PRP+EXE na fase aguda induz
uma agao anti-inflamatoria, evidenciada pela baixa produgdo das citocinas supra
citadas. Nota-se que na fase aguda a associagdo de PRP+EXE gerou uma diminuig&o
estatisticamente significante de TGFp1, comportamento esse que nao ocorreu nos
grupos tratados de forma isolada com PRP ou com EXE, demonstrando que a
associacado das terapias potencializou a acao pré-inflamatéria nesta fase tardia e
acelerou o reparo da regido muscular lesionada (CARNEIRO; BARBIERI; BARBIERI
NETO, 2013b)

A aceleracdo do processo inflamatério se traduz segundo Garcia et al. (2017),
em remodelamento das fibras do musculo lesionado, esse remodelamento passa pela
sintese e deposigao de fibras de colageno no local da lesdo. As fibras de colageno
aumentadas no musculo previamente lesado permitem afirmar que o processo de
cicatrizagdo foi efetivo e que a acdo fibroblastica sintetizou colageno para
realinhamento das fibras lesionadas. No presente trabalho observou-se que os grupos
PRP, EXE e PRP+EXE, mantiveram quantidades menores de fibras de colageno aos
3 dias pds lesdo se comparado ao 14° dia pds lesdo, pois esse € um periodo agudo
de lesdo, periodo em que outros fenbmenos sdo mais presentes, tais como a
neovascularizagao, que foi visualizada pelo aumento de VEGF no grupo C+3 e no
grupo EXE3. Porém ao observarmos os achados do presente estudo no 14° dia pos
lesdo nota-se um aumento significativo na quantidade de colageno em todos os
grupos tratados, demonstrando que a agao remodeladora do tecido ocorre em uma
fase mais tardia da lesdo muscular.

Cunha et al. (2014) objetivaram demonstrar o efeito regenerativo do PRP em
associacao com o exercicio fisico na cicatrizagdo do musculo vasto lateral de 20 ratos.
A quantidade de fibras de colageno foi medida pelas cores polarizadas em cortes
musculares e os autores destacam uma maior quantidade de fibras de colageno
maduro no tecido muscular apés a aplicacédo do PRP e da realizagcdo de exercicio.
Tais achados vao de encontro com os resultados obtidos na presente pesquisa, pois
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enfatizam a capacidade do PRP em aumentar a sintese de fibroblastos por estimular
fatores de crescimento vascular e epitelial, aumentando assim a quantidade de fibras
de colageno no local da les&o. De fato, esse aumento de forma desorganizada seria
prejudicial para o tecido, pois segundo os autores, isso geraria maiores aderéncias
cicatriciais e menor mobilidade ao musculo, por isso se justifica a realizagdo de
exercicio fisico associado a aplicacdo do PRP, essa associa¢ao atua de forma efetiva

na cicatrizagdo permitindo maior mobilidade e melhor funcionalidade ao musculo.

Conclusao

Na fase aguda para lesdo muscular traumatica de ratos a realizagdo de EXE,
PRP e PRP+EXE reduz a quantidade de células inflamatdrias e aumenta o aporte
sanguineo no local da lesdo, propiciando melhor reparo articular. Dentre os
tratamentos impostos a associacdo PRP+EXE apresentou melhores resultados nas
citocinas analisadas se comparado aos tratamentos isolados.

Na fase tardia todos os grupos tratados diminuiram o edema articular traduzida
pela diminuigdo de VEGF e somente a associacdo PRP+EXE apresentou
caracteristicas pro-inflamatéria enquanto as terapias isoladas parecem apresentar

padrao anti-inflamatario.

Referéncias

AFSHARNIA, M. et al. Electronic Physician ( ISSN: 2008-5842 ). n. November, p.
3248-3256, 2016.

AMAR, E. et al. Platelet-rich plasma did not improve early healing of medial collateral
ligament in rats. Archives of Orthopaedic and Trauma Surgery, v. 135, n. 11, p.
1571-1577, 2015.

BECK, J. et al. The biomechanical and histologic effects of platelet-rich plasma on rat
rotator cuff repairs. American Journal of Sports Medicine, v. 40, n. 9, p. 2037-2044,
2012.

CARNEIRO, M. DE O.; BARBIERI, C. H.; BARBIERI NETO, J. O gel de plasma rico
em plaquetas propicia a regeneragao da cartilagem articular do joelho de ovelhas.
Acta Ortopédica Brasileira, v. 21, n. 2, p. 80-86, 2013a.

CARNEIRO, M. DE O.; BARBIERI, C. H.; BARBIERI NETO, J. O gel de plasma rico



74

em plaquetas propicia a regeneragao da cartilagem articular do joelho de ovelhas.
Acta Ortopédica Brasileira, v. 21, n. 2, p. 80-86, 2013b.

CHANG, N. J. et al. Therapeutic Effects of the Addition of Platelet-Rich Plasma to
Bioimplants and Early Rehabilitation Exercise on Articular Cartilage Repair. American
Journal of Sports Medicine, v. 46, n. 9, p. 2232-2241, 2018.

CHATTERJEE, S. et al. Quantitative Immunohistochemical Analysis Reveals
Association between Sodium lodide Symporter and Estrogen Receptor Expression in
Breast Cancer. PLoS ONE, v. 8, n. 1, p. 1-9, 2013.

CHICHARRO-ALCANTARA, D. et al. Platelet rich plasma: New insights for cutaneous
wound healing management. Journal of Functional Biomaterials, v. 9, n. 1, 2018.
COCKS, M.; WAGENMAKERS, A. J. M. The effect of different training modes on
skeletal muscle microvascular density and endothelial enzymes controlling NO
availability. v. 8, n. July 2014, p. 2245-2257, 2016.

COLE, B. J. et al. Hyaluronic Acid Versus Platelet-Rich Plasma. American Journal of
Sports Medicine, v. 45, n. 2, p. 339-346, 2017.

CONTRERAS-MUNOZ, P. et al. Postinjury Exercise and Platelet-Rich Plasma
Therapies Improve Skeletal Muscle Healing in Rats but Are Not Synergistic When
Combined. American Journal of Sports Medicine, v. 45, n. 9, p. 2131-2141, 2017.
COSKUN, $. et al. Effect of transforming growth factor beta 1 (TGF-beta 1) on nitric
oxide production and lipid peroxidation in oral mucosal wound healing. Medicinal
Chemistry Research, v. 20, n. 1, p. 23-28, 2011.

CRONICAS, T. Plasma Rico em Plaquetas : Alternativa Terapéutica. 2016.

CUNHA, R. C. et al. Effect of platelet-rich plasma therapy associated with exercise
training in musculoskeletal healing in rats. Transplantation Proceedings, v. 46, n. 6,
p. 1879-1881, 2014.

DALGLEISH, T. et al. [ No Title ]. [s.I: s.n.]. v. 136

DALLAUDIERE, B. et al. Combined intra-tendinous injection of Platelet Rich Plasma
and bevacizumab accelerates and improves healing compared to Platelet Rich Plasma
in tendinosis: Comprehensive assessment on a rat model. Muscles, Ligaments and
Tendons Journal, v. 4, n. 3, p. 351-356, 2014.

DENAPOLI, P. M. A. et al. Platelet-Rich Plasma in a Murine Model. The American
Journal of Sports Medicine, v. 44, n. 8, p. 1962-1971, 2016.

DIETRICH, W. D. Temporal and Segmental Distribution of Constitutive and Inducible
Nitric Oxide Synthases after Traumatic Spinal Cord Injury : Effect of Aminoguanidine



75

Treatment. v. 19, n. 5, p. 639-651, 2002.

DOS ANJOS, L. M. J. et al. Apoptosis induced by low-level laser in polymorphonuclear
cells of acute joint inflammation: comparative analysis of two energy densities. Lasers
in Medical Science, v. 32, n. 5, p. 975-983, 2017.

DUFFIELD, J. S. et al. Host Responses in Tissue Repair and Fibrosis. Annual Review
of Pathology: Mechanisms of Disease, v. 8, n. 1, p. 241-276, 2013.

FILGUEIRAS, R. R. et al. Platelet rich plasma associated with heterologous fresh and
thawed chondrocytes on osteochondral lesions of rabbits. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 66, n. 1, p. 168-176, 2014.

GARCIA, T. A. et al. Histological analysis of the association of low level laser therapy
and platelet-rich plasma in regeneration of muscle injury in rats. Brazilian Journal of
Physical Therapy, v. 21, n. 6, p. 425-433, 2017.

GONZALEZ, A. C. D. O. et al. Wound healing - A literature review. Anais Brasileiros
de Dermatologia, v. 91, n. 5, p. 614-620, 2016.

GRANDE, D. A. et al. Articular Cartilage Repair: Where We Have Been, Where We
Are Now, and Where We Are Headed. Cartilage, v. 4, n. 4, p. 281-285, 2013.
GREAVES, N. S. et al. Current understanding of molecular and cellular mechanisms
in fibroplasia and angiogenesis during acute wound healing. Journal of
Dermatological Science, v. 72, n. 3, p. 206-217, 2013.

GUEDES, R. N.; MARIA, R.; SERPA, G. A rtigo O riginal. v. 45, n. 2, p. 1731-1735,
2011.

GUERREIRO, J. P. F. et al. Plasma rico em Plaquetas (PRP) aplicado na artroplastia
total do joelho. Revista Brasileira de Ortopedia, v. 50, n. 2, p. 186-194, 2015.
HAMID, M. S. A.; YUSOF, A.; MOHAMED ALI, M. R. Platelet-rich plasma (PRP) for
acute muscle injury: A systematic review. PLoS ONE, v. 9, n. 2, p. 1-7, 2014.
HASAN, S. et al. The effect of platelet-rich fibrin matrix on rotator cuff healing in a rat
model. Int J Sports Med, p. Epub ahead of print, 2015.

HERMETO, L. C. et al. Comparative study between fibrin glue and platelet rich plasma
in dogs skin grafts. Acta Cirurgica Brasileira, v. 27, n. 11, p. 789-794, 2012.
HOTFIEL, T. et al. Nonoperative treatment of muscle injuries - recommendations from
the GOTS expert meeting. Journal of experimental orthopaedics, v. 5, n. 1, p. 24,
2018.

KNOP, E.; DE PAULA, L. E.; FULLER, R. Plasma rico em plaquetas no tratamento da
osteoartrite. Revista Brasileira de Reumatologia, v. 56, n. 2, p. 152-164, 2016a.



76

KNOP, E.; DE PAULA, L. E.; FULLER, R. Platelet-rich plasma for osteoarthritis
treatment. Revista Brasileira de Reumatologia, v. 56, n. 2, p. 152-164, 2016b.
LENZA, M. et al. Plasma rico em plaquetas para consolidagdo de ossos longos.
Einstein (Sao Paulo), v. 11, n. 1, p. 122-127, 2013.

MALAVOLTA, E. A. et al. Plasma rico em plaquetas no reparo artroscopico das roturas
completas do manguito rotador. Revista Brasileira de Ortopedia, v. 47, n. 6, p. 741—
747,2012.

MANDUCA, M. L.; STRAUB, S. J. Effectiveness of PRP Injection in Reducing
Recovery Time of Acute Hamstring Injury: A Critically Appraised Topic. Journal of
Sport Rehabilitation, p. 1-19, 2017.

MAZZOCCA, A. D. et al. The Positive Effects of Different Platelet-Rich Plasma
Methods on Human Muscle, Bone, and Tendon Cells. The American Journal of
Sports Medicine, v. 40, n. 8, p. 1742-1749, 2012.

MEADOWS, M. C. et al. Effects of Platelet-Rich Plasma and Indomethacin on
Biomechanics of Rotator Cuff Repair. American journal of orthopedics (Belle Mead,
N.J.), v. 46, n. 5, p. E336-E343, 2017.

MILLER, R. E.; MILLER, R. J.; MALFAIT, A. M. Osteoarthritis joint pain: The cytokine
connection. Cytokine, v. 70, n. 2, p. 185-193, 2014.

MIRANDA, M. M. et al. Nitric oxide and Brazilian propolis combined accelerates tissue
repair by modulating cell migration, cytokine production and collagen deposition in
experimental leishmaniasis. PLoS ONE, v. 10, n. 5, p. 1-19, 2015.

NGUYEN, Q. T.; JACOBSEN, T. D.; CHAHINE, N. O. Effects of Inflammation on
Multiscale Biomechanical Properties of Cartilaginous Cells and Tissues. ACS
Biomaterials Science and Engineering, v. 3, n. 11, p. 2644-2656, 2017.

NIU, K. Y.; RO, J. Y. Changes in intramuscular cytokine levels during masseter
inflammation in male and female rats. Neuroscience Letters, v. 487, n. 2, p. 223-227,
2011.

PALACIO, E. P. et al. Efeitos do plasma rico em plaquetas na epicondilite lateral do
cotovelo: Estudo prospectivo, randomizado e controlado. Revista Brasileira de
Ortopedia, v. 51, n. 1, p. 90-95, 2016.

PANIS, C. et al. Trypanosoma cruzi: Effect of the absence of 5-lipoxygenase (5-LO)-
derived leukotrienes on levels of cytokines, nitric oxide and INOS expression in cardiac
tissue in the acute phase of infection in mice. Experimental Parasitology, v. 127, n.
1, p. 58-65, 2011.



77

PARKER, L. et al. Age and sex differences in human skeletal muscle fibrosis markers
and transforming growth factor-f signaling. European Journal of Applied
Physiology, v. 117, n. 7, p. 1463-1472, 2017.

PAS, H. I. M. F. L. et al. Efficacy of rehabilitation (lengthening) exercises, platelet-rich
plasma injections, and other conservative interventions in acute hamstring injuries: An
updated systematic review and meta-analysis. British Journal of Sports Medicine,
v. 49, n. 18, p. 1197-1205, 2015.

PATEL, S. et al. Treatment with platelet-rich plasma is more effective than placebo for
knee osteoarthritis: A prospective, double-blind, randomized trial. American Journal
of Sports Medicine, v. 41, n. 2, p. 356-364, 2013.

PLENTZ, R. D. M. et al. Alteragdes hematoldgicas provocadas pelo ultra-som de 1MHz
na forma continua aplicadas no tratamento da fase aguda de lesdo muscular
iatrogénica em ratos. Revista Brasileira de Fisioterapia, v. 12, n. 6, p. 488-494,
2008.

PRESTES, A. N. et al. Effect of platelet-rich plasma on muscle injuries associated with
physical excercise. v. 53, n. 2, p. 81-86, 2012.

QUARTEIRO, M. L. et al. O efeito do plasma rico em plaguetas no reparo de lesdes
musculares em ratos. Revista Brasileira de Ortopedia, v. 50, n. 5, p. 586-595, 2015.
ROVERE-QUERINI, P.; CLEMENTI, E.; BRUNELLI, S. Nitric oxide and muscle repair :
Multiple actions converging on therapeutic ef fi cacy. v. 730, p. 181-185, 2014.
SAUCEDO, J. M. et al. Platelet-rich plasma. Journal of Hand Surgery, v. 37, n. 3, p.
587-589, 2012.

SCHAR, M. O. et al. Platelet-rich Concentrates Differentially Release Growth Factors
and Induce Cell Migration In Vitro. Clinical Orthopaedics and Related Research, v.
473, n. 5, p. 1635-1643, 2015.

SCHIPPINGER, G. et al. Autologous Platelet-Rich Plasma Preparations: Influence of
Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs on Platelet Function. Orthopaedic Journal of
Sports Medicine, v. 3, n. 6, p. 1-6, 2015.

SEBBEN, A. D. et al. Estudo comparativo do uso isolado de plasma rico em plaquetas
e combinado com cimento de alfa-fosfato tricalcico no reparo 6sseo em ratos. Revista
Brasileira de Ortopedia, v. 47, n. 4, p. 505-512, 2012.

SILVA, R. F.; CARMONA, J. U.; REZENDE, C. M. F. The use of intra-articular platelet
rich-plasma as a postsurgical treatment of cranial cruciate ligament rupture in a dog.
Arquivo Brasileiro De Medicina Veterinaria E Zootecnia, v. 64, n. 4, p. 847-852,



78

2012.

TATLER, A. L. et al. Integrin v 5-Mediated TGF- Activation by Airway Smooth Muscle
Cells in Asthma. The Journal of Immunology, v. 187, n. 11, p. 6094-6107, 2011.
TRUFLANDIER, K. et al. Mechanical ventilation modulates pro-inflammatory cytokine
expression in spinal cord tissue after injury in rats. Neuroscience Letters, v. 671, n.
November 2017, p. 13—-18, 2018.

UEBEC, C. E. D. U. Guide de reconnaissance. v. 61, p. 260—265, 2008.
VASCONCELOS, S.; FERNANDA, R. Resistance exercise , muscle damage and
inflammatory response “ what doesn ' t kill you makes you stronger . MOJ Sports
Medicine, v. 2, n. 2, p. 70-72, 2018.

VENDRAMIN, F.; FRANCO, D.; FRANCO, T. Utilizagcao do plasma rico em plaquetas
autologo nas cirurgias de enxertos cutdneos em feridas crénicas. Rev. bras. cir. plast,
v.25,n. 4, p. 589-594, 2010.

VETRANO, M. et al. Platelet-rich plasma versus focused shock waves in the treatment
of Jumper’s knee in athletes. American Journal of Sports Medicine, v. 41, n. 4, p.
795-803, 2013.

WANG, T. Y.; CHEN, D. Differential roles of TGF- signalling in joint tissues during
osteoarthritis development. Annals of the Rheumatic Diseases, v. 75, n. 11, p. e72—
e72, 2016.

WASTERLAIN, A. S. et al. The systemic effects of platelet-rich plasma injection.
American Journal of Sports Medicine, v. 41, n. 1, p. 186-193, 2013a.
WASTERLAIN, A. S. et al. The Systemic Effects of Platelet-Rich Plasma Injection. The
American Journal of Sports Medicine, v. 41, n. 1, p. 186-193, 2013b.

WU, P. I. K;; DIAZ, R.; BORG-STEIN, J. Platelet-Rich Plasma. Physical Medicine
and Rehabilitation Clinics of North America, v. 27, n. 4, p. 825-853, 2016.

WYNN, T. A.; RAMALINGAM, T. R. Mechanisms of fibrosis: Therapeutic translation
for fibrotic disease. Nature Medicine, v. 18, n. 7, p. 1028-1040, 2012.

YANG, J.; LU, Y.; GUO, A. Platelet-rich plasma protects rat chondrocytes from
interleukin-1induced apoptosis. Molecular Medicine Reports, v. 14, n. 5, p. 4075-
4082, 2016.

ZHANG, J. et al. The combined use of kartogenin and platelet-rich plasma promotes
fibrocartilage formation in the wounded rat Achilles tendon entheses. Bone and Joint
Research, v. 6, n. 4, p. 231-244, 2017.



79

43 ARTIGO 3: PERFIL DA RESPOSTA INFLAMATORIA EM LESAO
ARTICULAR DE RATOS SOB APLICAGAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS
(PRP) E DO EXERCICIO FiSICO.

Wagner Menna Pereira, Fernanda Tomiotto Pelissier, Milena Menegazzo Miranda-

Sapla, Carolina Panis, Ivo llvan Kerppers, Wander Rogério Pavanelli

Resumo

Introdugao: O Plasma Rico em Plaquetas (PRP), € uma técnica altamente utilizada
em procedimentos biolégicos, por gerar fatores de crescimento que aumentam e
aceleram o processo de reparo das lesdes articulares. A realizacdo de exercicios
(EXE), atualmente é utilizada na area de reabilitagdo, para acelerar o processo de
reparo das lesdes e devolver a capacidade funcional das articulagdes. O presente
estudo, teve como objetivo analisar o efeito bioldgico da terapia com PRP, Exercicio
(EXE) ou PRP+EXE em leséo articular através da analise quantitativa de células
inflamatorias, caracterizar a deposigéao de colageno e avaliar a producéo de citocinas
nos modelos de lesdes induzidas em ratos, na fase aguda (3 dias) e tardia (14 dias).
Materiais e Métodos: Foram incluidos 40 ratos wistars, divididos em grupos controle
(n=10), PRP (n=10), EXE (n=10) ou PRP+EXE (n=10). O PRP foi obtido por
centrifugacdo do sangue autélogo, e inserido imediatamente apds a lesdo no local
lesionado. A lesao foi induzida na regido capsular da articulagao do joelho direito de
todos os ratos realizou-se sob prévia anestesia, seguido pela injecdo de Adjuvant de
Freud na quantidade de 50ul e a realizagado do exercicio fisico se deu em esteira
ergomeétrica adaptada, com duragcédo de 5 minutos, 1 vez por dia, todos os dias em
velocidade de 2cm/seg. Resultados: Na fase aguda houve redugédo de
polimorfonucleares nos grupos EXE e associagédo entre PRP+EXE. Além disso, todos
0s grupos tratados na fase aguda reduziram NFKB, TGFp1 e VEGF. Ja na fase tardia
o tratamento com PRP aumentou VEGF, enquanto que o PRP isolado aumentou
NFKB e diminuiu a quantidade de células mononucleares assim como a associagao
PRP+EXE que induziu o aumento de IL-10. Conclusao: Na fase inicial todos os
tratamentos diminuem o aporte sanguineo e a migragédo de células inflamatodrias. Ja
na fase tardia os tratamentos induziram maior aporte vascular na articulacéo lesionada
e reduziram a migragao de células inflamatdrias. Somente a associagcdo PRP+EXE
aumentou a produgédo de IL-10 demonstrando um comportamento desejavel no
processo de cicatrizagao.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas; Fatores de crescimento; Reparo articular;
Exercicio fisico.
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Abstract

Introduction: Platelet rich plasma (PRP) is a technique widely used in biological
procedures because it generates growth factors that increase and accelerate the repair
process of joint injuries. Exercise (EXE) is currently used in the rehabilitation to
accelerate the repair of the lesions and restore the functional capacity of the joints. The
present study aimed to analyze the biological effect of PRP, EXE or PRP+EXE therapy
on joint injury through quantitative analysis of inflammatory cells, to characterize
collagen deposition and to evaluate the production of cytokines in the models of
induced lesions in rats in the acute (3 days) and late (14 days) phase. Materials and
Methods: Wistar rats were divided into control groups (n=10), PRP (n=10), EXE (n=10)
or PRP+EXE (n=10). The PRP was obtained by autologous blood centrifugation, and
inserted immediately after injury at the injured site. The lesion was induced in the
capsular region of the right knee joint of all the rats under previous anesthesia, followed
by the injection of Freud's Adjuvant in the amount of 50ul and the physical exercise
was performed in a matched treadmill, with duration of 5 minutes, 1 time a day, every
day at 2cm/sec speed. Results: In the acute phase there was reduction of
polymorphonuclear in EXE groups and association between PRP+EXE. In addition, all
groups treated in the acute phase reduced NFKB, TGF1 and VEGF. In the late phase
PRP treatment increased VEGF, whereas PRP alone increased NFKB and decreased
the amount of mononuclear cells as well as the PRP+EXE association that induced IL-
10. Conclusion: In the initial phase all the treatments decrease the blood supply and
the migration of inflammatory cells. In the late phase, the treatments induced greater
vascular supply in the injured joint and reduced the migration of inflammatory cells.
Only the association PRP + EXE increased IL-10 production demonstrating a desirable
behavior in the healing process.

Keywords: Platelet-rich plasma (PRP); Growth factors; Joint repair; Physical exercise.

INTRODUGCAO

A inflamacéao articular também denominada de artrite € uma doenca que afeta
as estruturas intra-articulares, podendo afetar diferentes estruturas tais como a
cartilagem, os ligamentos e capsula articular (TRUFLANDIER et al.,, 2018).
Considerada uma importante causa de incapacidade fisica em todo o mundo, a artrite
é caracterizada pela inflamacgao sinovial denominada de sinovite ou seja, inflamacéo
da capsula articular que recobre as articulagées (CHANG et al., 2018). Essa patologia
altera a arquitetura articular induzindo quadro inflamatorio na articulacédo e pode estar
associada a caracteristicas agudas e crénicas no compartimento sinovial (DOS
ANJOS et al., 2017).
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Dentre os fatores etiolégicos dos acometimentos articulares cita-se o aumento
excessivo da pratica de atividades fisicas com impacto em todas as faixas etarias,
com isso a incidéncia de lesdes articulares cresce a cada dia (VASCONCELOS;
FERNANDA, 2018). Proporcionalmente cresce a expectativa com relagdo a
tratamentos que acelerem a recuperacdo diminuindo o tempo de afastamento a
pratica de atividades (QUARTEIRO et al., 2015). De fato, a capacidade de
regeneracgao articular especialmente da cartilagem articular é limitada devido ao seu
isolamento da regulagao sistémica e seu limitado aporte vascular. Essas alteragbes
metabdlicas e bioldgicas podem levar a perda de homeostasia da articulagao
resultando em defeitos na superficie articular seguida de artrite e elevados quadros
dolorosos e inflamatérios (CHANG et al., 2018). Sinais clinicos esses, que
representam elevada taxa de prevaléncia nas clinicas de recuperagao de lesdes
articulares, que atualmente tem priorizado a realizagcdo de exercicios como forma de
tratamento (CUNHA et al., 2014).

A realizacdo de exercicio fisico denominado por Contreras-Muioz et al. (2017)
como a movimentagdo ativa e controlada do segmento lesionado pode restaurar a
homeostase articular, influenciando a producéo de citocinas inflamatorias tais como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator transformante do crescimento beta
(TGFB1), interleucina 1 (IL-1) interleucina 10 (IL-10) dentre outras, além de estimular
a migracao de leucdcitos para o foco da inflamagao (quimiotaxia) aumentando assim
a neovascularizagéo caracterizado pelo aumento de VEGF, facilitando dessa forma o
reparo da articulagdo lesionada. Segundo Uébec (2008) uma vez que essas
alteracbes podem envolver condi¢gdes pré ou anti-inflamatérias possivelmente as
expressdes de NFkB e cNOS, estejam envolvidas no processo inflamatério articular
(COCKS; WAGENMAKERS, 2016). Segundo Prestes et al. (2012) o exercicio
desempenha um papel essencial na homeostase articular auxiliando na diminuigéo
dos sinais inflamatérios como a dor e o derrame articular, suprimindo o processo
inflamatdrio da artrite. Assim como a pratica de exercicio fisico outras técnicas mais
inovadores tais como o uso autdlogo do plasma rico em plaquetas (PRP) também
pode ser utilizado no processo de reparo das lesbes articulares (CHANG et al. 2018).

O PRP define-se como a utilizagdo autdloga de um concentrado plaquetario
obtido através da centrifugagao do sangue para obtengdo de uma concentragao cerca
de 3 a 5 vezes maior de fatores de crescimento do sangue que estimulam a

proliferacdo celular e direcionam as células terapéuticas para o local de reparo
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articular e induzem fatores de crescimento autdcrinos para a cicatrizagdo da
articulacdo (CUNHA et al. 2014). A injecao intra-articular de PRP tem sido apontada
como uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento de lesdes articulares
por meio do potencial biolégico do PRP de estimular a regeneragédo tecidual
(CHICHARRO-ALCANTARA et al., 2018; GARCIA et al., 2017; KNOP; DE PAULA;
FULLER, 2016b)

Contudo, o objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos inflamatorio, da
producdo de colageno e na produgao de citocinas pro e anti-inflamatérias na artrite
induzida em joelho de ratos, e os efeitos das terapias por injecdo do PRP, realizagao
de exercicios (EXE), e a associagéo das duas terapias PRP+EXE nas fases aguda (3
dias) e tardia (14 dias).

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental, controlado e randomizado. Foram
utilizados 40 ratos wistar, machos, pesando entre 180 e 250 gramas, com idade de
aproximadamente 2 meses, provenientes do Biotério da Universidade Estadual de
Londrina— UEL/PR e do Biotério da Universidade Estadual de Maringa — UEM/PR. Os
animais foram mantidos em gaiolas de acrilico medindo 45 cm de largura, 53 cm de
comprimento e 25 cm de altura, com 5 animais por gaiola, sendo-lhes permitido livre
acesso a ragao especifica para roedores e a agua ad libitum, durante todo o periodo
do experimento. Os animais mantiveram-se em biotério com ciclo claro/escuro de 12h
(luzes ligadas de 7h as 19h) sob temperatura de 23°C + 1°C. Todos os experimentos
foram conduzidos segundo as normas de Comissdo Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA e CEUA - UNICENTRO, sob parecer de
aprovacao 024 e 045//2017 (ANEXO I).

Realizagao do Estudo

Realizou-se os experimentos praticos e diarios de rotina com os animais,

inducéo das lesdes, preparo dos materiais e eutanasias na Universidade Estadual do
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Centro-Oeste — UNICENTRO, através do laboratério de Neuroanatomia e
Neurofisiologia, localizada na cidade de Guarapuava-PR. A realizagdo das analises
dos materiais e processamento dos resultados realizou-se na Universidade de
Londrina — UEL, através do laboratério de Imunoparisitologia das doencgas
negligenciadas e cancer, na cidade de Londrina-PR.

Delineamento experimental

Os animais foram separados por fase aguda e fase tardia, de acordo com o
periodo de eutanasia, sendo o periodo de 3 dias para analise dos efeitos agudos e 14
dias para analise dos efeitos tardios, conforme ilustrado no fluxograma da figura 1.

Destes, 4 grupos compuseram a fase aguda e 4 grupos compuseram a fase
tardia. O grupo controle articular positivo (+) sofreu apenas lesao articular sem
tratamento (C+); o grupo les&o articular + PRP sofreu a lesdo e foram tratados
somente com PRP (PRP); o grupo lesao articular + EXE, sofreu a lesdo e foram
tratados somente com exercicio (EXE) e o grupo leséo articular + PRP + EXE sofreu
a leséo e foram tratados com PRP e realizag&o de exercicios (PRP+EXE).
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Figura 1 - Fluxograma da alocagao de animais conforme grupo de conduta aplicada
e tempo de intervencdo. Descrito o numero de animais pertencentes em cada grupo
e as intervengdes realizadas, bem como os momentos de eutanasia dos animais e o

preparo dos materiais para analises.

Obtencao do Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Para obtencdo do PRP, foi utilizado o mesmo protocolo realizado por
Contreras-Mufoz e colaboradores (2017). Os animais foram anestesiados com 80
mg/kg de quetamina e 15 mg/kg de xilazina por via intraperitoneal, apds isso, foi
coletado 1mL de sangue por punc¢édo cardiaca com agulha calibre 0,80 x 25mm. Alguns
animais sofreram o&bitos relacionados ao trauma cardiaco induzido pela puncao,

porém realizou-se a reposigdo desses animais para homegeneidade da amostra. O
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sangue foi transportado para um tubo de coleta a vacuo de 4,5mL contendo EDTA
como anticoagulante. Apés a homogeneizagao, o tubo foi centrifugado uma unica vez,
para nao danificar as propriedades das plaquetas a 1800rpm durante 10 minutos, a
temperatura de 25°C, apds a coleta do sangue os animais foram devolvidos as
respectivas gaiolas e aguardado o periodo de retorno dos efeitos da anestesia.

Ap0s o processo de centrifugagao foi possivel distinguir duas camadas no tubo,
as hemacias ao fundo e o plasma sobrenadante. Foram coletados 500uL do plasma,
que foi congelado e mantido em -20°C para uso posterior. O tratamento com a
aplicacao do PRP deu-se sob prévia anestesia, e imediatamente apds a realizacio da
lesdo com a injegdo autéloga de 10uL pontualmente no local da leséo, como descrito
por Quarteiro et al., (2015).

Indugao da lesao articular

Para a inducdo da lesao articular, respeitou-se o prazo de 48 horas, para
novamente realizar a anestesia com 80mg/kg de quetamina e 15mg/kg de xilazina por
via intraperitoneal. Em seguida, foi administrado por via intra-articular do joelho direito,
com o intuito de adentrar a capsula articular e realizou-se leve tragcdo do membro para
abertura da articulacdo seguida pela aplicagdo conforme ilustrado na figura 2, na
quantidade de 50uL de Adjuvante Completo de Freud (Sygma-Aldrich), conforme
descrito por Prestes et al., (2012), substancia essa capaz de gerar artrite inflamatoria
através da inducdo do estimulo de anticorpos, e sinais como dor, febre, edema,
eritema, entre outros sinais inflamatorios (YANG; LU; GUO, 2016; GUERREIRO et al.,
2015).
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Figura 2. Indugao da lesao articular por inje¢cdo de Adjuvante completo de Freud na
quantidade de 50uL. A aplicagao foi realizada por via anterolateral, localizada na
interlinha articular do joelho direito com o intuito de adentrar a capsular articular da
articulagao induzindo uma lesao periférica capsular sem intuito de gerar danos na

cartilagem articular.

Realizagao dos exercicios fisicos

Os animais alocados no grupo exercicio foram submetidos a um periodo de
adaptacdo a caminhada em esteira preparada para experimentos animais, que
consistiu de caminhadas diarias a uma velocidade de 2cm/seg, por um periodo de 3
minutos/dia, durante 10 dias, antes da inducao da lesao. Utilizou-se um dispositivo de
acrilico posicionado acima da esteira, com o intuito de induzir caminhada em linha
reta, sem nenhum animal invadir o espago de outro, com velocidade continua e lenta,
adaptada para exercicio em ratos da espécie Wistars (Figura 3). A esteira utilizada foi
da marca Movement®, e a metodologia do protocolo de exercicio utilizada seguiu o
recomendado para ratos (CONTRERAS-MUNOZ et al., 2017). A adaptagdo foi
realizada para reduzir o estresse causado pela corrida sem promover alteragdes

fisiolégicas relativas ao treinamento fisico.
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Apos o término dos 10 dias de treinamento de adaptagdo, os animais
lesionados realizaram exercicios de caminhada na esteira uma vez ao dia, com a

mesma velocidade e horarios, durante 5 minutos, todos os dias.

Figura 3. Realizacdo de exercicio de caminhada na esteira ergométrica adaptada
para ratos. llustracdo do material de acrilico utilizado para induzir caminhada em linha
reta e sem a invasado de espaco por outros animais. Caminhada com velocidade de
2cm/seg com tempo de duragdo de 5 minutos. Durante 3 ou 14 dias.

Eutanasia dos animais

A eutanasia foi realizada sob prévia anestesia com solucédo de Cloridrato de
quetamina (80 mg/Kg) e xilasina (15 mg/Kg), sendo administrado 1 mL de tiopental
intraperitoneal, conforme realizado no trabalho de Chang et al. (2018). A eutanasia foi
realizada 3 dias apés a inducdo da lesao articular, com o intuito de observar os
componentes inflamatorios agudos e apés 14 dias da indugao da lesdo, com o intuito
de observar os componentes inflamatérios tardios.

Analise histolégica
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ApOs eutanasia dos animais, a articulagdo do joelho a ser analisada foi fixada
em formalina tamponada 10% por 48 horas. Realizou-se a descalcificagao preparada
a partir de acido formico, formaldeido e agua, na proporgao de 2:2:6 respectivamente.
Apos, foram desidratados em alcool 70% e clarificados em xilol. Em seguida, foram
inclusos em blocos de parafina e cortes longitudinais de 5um de espessura foram
obtidos com o auxilio de um micrétomo, foram obtidas 5 Iaminas de cada bloco, com
3 cortes em cada lamina. Os cortes foram dispostos em laminas preparadas com
polilisina e incubados a 50°C para aderéncia por 12 horas. Em seguida, foram lavados
em xilol para a remocao do excesso de parafina e reidratados com concentragoes
decrescentes de alcool.

Os cortes reidratados foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E),
desidratados com concentragcdes crescentes de alcool, lavados com xilol e cobertos
com laminulas para posterior analise microscopica (CARNEIRO; BARBIERI;
BARBIERI NETO, 2013b). A avaliagdo dos resultados foi realizada pela mensuragéao
histolégica quantitativa do numero de células por campo em 3 cortes por lamina. A
andlise realizada foi pela quantidade de célula inflamatéria podendo ser
polimorfonuclares caracterizados principalmente pela presenga de neutrdfilos,
basofilos, eosindfilos ou mononucleares, células de atuagao tardia no processo de
cicatrizagao, tais como os linfécitos, monécitos e macrofagos. Realizou-se também a
analise da proporgao de células inflamatorias na regido da lesédo, conforme Tabela 1.

A presenca de infiltrado inflamatorio foi quantificada com a escala utilizada por
Amar et al., (2015) e Garcia et al., (2017), considerando 0 (auséncia de inflamacgao),
1 (discreta inflamagédo), 2 (moderada inflamacdo) e 3 (quantidade elevada de
infiltrados inflamatérios). A analise foi realizada por um patologista experiente e
capacitado para esse tipo de analise microscoépica.

Tabela 1. Descricao da quantificagao do nivel inflamatério, realizada pelo analisador.
SCORE DE INFLAMACAO

Auséncia de inflamagéao 0 Tecido semelhante ao normal
. . . Pouca presenga de neutrofilos, macréfagos, linfocitos e
Discreta inflamacao 1 ]
outras células.
Moderado infiltrado 5 Moderada presenca de neutrdfilos, macrofagos, linfocitos

inflamatoério e outras células.
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Quantidade elevada de 3 Intensa e populosa presencga de neutrdéfilos, macréfagos,
infiltrado inflamatoério linfocitos e outras células.
Fonte: Adaptado de Garcia et al., (2017) e Amar et al., (2015).

Analise da deposigao de colageno

Com o intuito de analisar a presenga de colageno maduro, a articulagao
lesionada foi coletada e fixada em 10% de formalina neutra tamponada, por um
periodo minimo de 48 horas antes do processamento, sendo entdo embebida em
parafina, e realizados cortes longitudinais de Sum de espessura. Apds, os cortes foram
corados com picrosirius fast green. Imagens foram capturadas utilizando microscopio
de luz polarizada em campo claro e em campo escuro, de acordo com Miranda et al.,
(2015) e Sebben et al., (2012).

As imagens foram analisadas na regido da capsular articular e estruturas
periarticulares com software Image PRO Plus 7.0 no qual utilizou-se uma mascara
como modelo e realizada varredura e quantificagdo de colageno presente,

identificando o total de fibras de colageno maduro (CUNHA et al., 2014).
Determinagao dos niveis de citocinas

Para a obtengao do conteudo liquido celular do material articular, realizou-se o
processo de maceragao da pega. Para isso descongelou-se o material e a maceragao
ocorreu através de um homogenizador T25 digital ultra Turrax para obtengdo do
sobrenadante dos fragmentos da articulagdo do joelho direito na quantidade de
100mg/ml.

O sobrenadante do material macerado foi utilizado para medir o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interferon gama (IFNy), interleucina IL-1, IL-4 e IL-10 por
ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), de acordo com as instrugdes do
fabricante (eBiosciences, EUA). As placas foram lidas a 450nm usando leitor de placa
ELISA (Thermo Scientific, Multiskan GO). Optou-se por analisar essas citocinas, por

serem importantes moduladoras do processo inflamatorio.
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Analise imunohistoquimica (IHC)

Para a realizagdo da técnica de IHC foram confeccionadas laminas como
descritas acima para as analises histologicas e preparado anticorpos da marca Santa
Cruz Biotech. A marcacao foi realizada como descrito por Panis et al., (2011). Os
cortes foram delimitados com caneta hidrofébica Dako Pen® e realizado o bloqueio
das peroxidases endogenas em solugdo de peroxido de hidrogénio 10% por 30
minutos, seguido de bloqueio de ligagdes inespecificas por incubagdo em soro fetal
0,1% por 1 hora. Na sequéncia, os cortes foram incubados com os anticorpos
primarios anti-CNOS (diluicdo 1:300), anti-NFkb (1:500), anti-TGFp1 (1:400) e anti-
VEGFa (1:500) em camara umida overnight a 4°C. Apés a incubagao, as laminas
foram submetidas a 2 banhos (5 minutos) em PBS e em seguida, incubadas com
anticorpo secundario. A marcacido foi revelada pela incubagdo com 3,30-
diaminobenzidina (DAB) por 1 min. Na ultima etapa, as se¢des foram fracamente
contra-coradas com a hematoxilina de Harry (Merck). A intensidade e a localizag&o da
imunorreatividade com todos os anticorpos primarios utilizados foram examinadas em
todo o conteudo da lamina, utilizando um microscépio optico. Para o estudo de analise
de imagem, fotomicrografias coloridas de areas representativas (ampliagédo de 400x)
foram adquiridas digitalmente. Para a pontuagdo semi-quantitativa, as imagens, em
um total de 10 imagens para cada corte de cada animal foram avaliadas por meio da
ferramenta de deconvolugao de cores no software Image J (NIH, EUA). Pixels foram
categorizados como descrito anteriormente por (CHATTERJEE et al., 2013), como

fortes positivos (3+), positivos (2+), fracos positivos (1+) e negativos (0).

Analise estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o software Graphpad Prism versao 7.
Realizou-se teste de normalidade de Kruskal-Wallis (95%) e para a realizagdo das
comparagdes entre os grupos, utilizou-se o teste estatistico de comparacéo

multigrupos de Dunn’s, considerando significancia estatistica p<0,05.
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Resultados

1. Analise histolégica quantitativa de polimorfonucleares e mononucleares do
grupo controle e dos grupos tratados com PRP, Exercicio (EXE), ou PRP+EXE

na lesao articular aos 3 e 14 dias.

Inicialmente, foi analisada a quantidade e tipos celulares nas articulagdes
lesionadas e tratadas ou ndo com PRP, Exercicio (EXE) ou PRP+EXE. Verificou-se
que no 3° dia, houve redugéo significativa na quantidade de polimorfonucleares na
lesao articular apds o EXE, fenbmeno este que persistiu quando houve a associagao
EXE+PRP em relagdo ao controle. Na analise de mononucleares, ndo houveram
alteragdes significativas. Analisando a fase tardia, ndo houve alteragdes significativas
na analise de polimorfonucleares. Ja na analise de mononucleares os grupos PRP e
PRP+EXE, obtiveram reducéo significativa na quantidade de células. Conforme os

dados descritos do quadro 1.

HEMATOXILINA e EOSINA
3 dias
Controle PRP EXE |PRP + EXE
Polimorfonucleares| 282% | 171+037 |933%] 44040~
- . 0,40 0,13
Lesao Articular 25+ 2831
Mononucleares 0.21 2,85 +0,35 0.17 2,57 +0,41
14 dias
Controle PRP EXE |PRP + EXE
Polimorfonucleares| “14% | 0161013 | 928% 10334011
- . 0,20 0,07
Lesao Articular 557 1 1831
Mononucleares | 3+0,54 |1,71 +£0,42 0.48 0.25%

Quadro 1. Dados de média e desvio padrdo, para as leituras microscopicas
quantitativa de polimorfonucleares e mononucleares, por coloragao de hematoxilina e
eosina dos grupos controle positivo (C+), tratado com PRP (PRP), tratado com
exercicio (EXE) e tratado com PRP associado ao exercicio (PRP+EXE), para as
lesdes articulares apos 3 e 14 dias. As qualificagdes seguiram as descri¢gdes da tabela
1 supracitada. A analise foi realizada por varredura da regido capsular e periarticular.
Cada grupo foi composto por 5 animais. **Significancia estatistica (p<0,01).
***Significancia estatistica (p<0,001).
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Abaixo, na figura 4 seguem descritas as fotos representativas dos cortes
histolégicos para coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) da articulagdo com foco
na capsula articular e estruturas periarticulares dos grupos controle positivo 3 e 14
dias (C+), tratado somente com PRP 3 e 14 dias (PRP), tratado com somente com
exercicio 3 e 14 dias (EXE) e tratado com PRP associado ao exercicio (PRP+EXE)
apos 3 e 14 dias, com aumento de 10x no canto superior direito de cada imagem para
identificacdo do local articular em que foram realizadas as fotografias e objetiva de
40x para focar o local analisado.

Nota-se na figura 4 que o grupo C+3 apresentou elevado processo inflamatério
de forma difusa apresentado por polimorfonucleares e plasmocitos, presenca
moderada de células adiposas sem a presenga de neovascularizagao. No grupo C+14
observou-se presenca de polimorfonucleares de forma moderada e difusa com
presenca de neovascularizagao.

No grupo PRP3 nota-se a presenca de necrose tecidual de forma moderada,
edema difuso, leve presenga de polimorfonucleares, tecido conjuntivo desorganizado
e presenga moderada de forma focal de linfocitos. No grupo PRP14 observa-se tecido
conjuntivo organizado, presenga moderada de fibroblastos e presenga moderada de
células adiposas (figura 4).

No grupo EXE3 identifica-se a presenga elevada de polimorfonucleares e
células adiposas, necrose tecidual de forma moderada no interior do tecido e auséncia
de neovascularizagdo. No grupo EXE14 nota-se a presenga moderada de células
adiposas claras e cinzas, neovascularizagdo de forma moderada, presenca de
fibroblastos e tecido conjuntivo organizado (figura 4).

Ainda na figura 4 observa-se no grupo PRP+EXE3 a presenca de
polimorfonucleares de forma elevada e difusa, células adiposas de forma elevada e
difusa e desorganizagao do tecido conjuntivo. No grupo PRP+EXE14 sdo observados
células adiposas claras e cinzas de forma moderada, células mononucleares de forma

moderada e tecido conjuntivo organizado.
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Figura 4. Analise de infiltrado inflamatdrio identificado pela presenga de células
polimorfonucleares e mononucleares em corte longitudinal da articulagao de ratos dos
grupos controle positivo 3 dias (C+3), controle positivo 14 dias (C+14), grupo tratado
com PRP 3 dias (PRP3), grupo tratado com PRP 14 dias (PRP14), grupo tratado
somente com exercicio 3 dias (EXE3), grupo tratado somente com exercicio 14 dias
(EXE14), grupo tratado com associagdo de PRP+EXE 3 dias (PRP+EXE3) e grupo
tratado com associagao de PRP+EXE 14 dias (PRP+EXE14). Numero total de 5 ratos

para cada grupo. Coloragao H.E. 10x (Canto superior direito) e 40x (Amplificagdo do
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local de indugao da leséo e realizagdo da analise). (a) polimorfonucleares; (b) necrose
tecidual; (c) vascularizagéo; (d) ceélulas adiposas; (e) tecido desorganizado; (f)
macrofagos; (g) fibroblastos; (h) infiltrado edematoso; (i) tecido organizado; (j)

linfocitos; (k) infiltrado edematoso;

2. Andlise da producao de citocinas (ELISA), nas lesbdes articulares do grupo
controle e dos grupos tratados com PRP, EXE e PRP+EXE aos 3 e 14 dias.

Abaixo, seguem descritos os valores de produgdo das citocinas anti-
inflamatorias IL-4 e IL-10. A figura 5A descreve a analise de |IL-4 em valores medios e
o desvio padrao entre os grupos tratados ou ndo com PRP, EXE e PRP+EXE em 3
dias e 14 dias pos lesdo. Observa-se que nao houve diferenga estatisticamente
significante. A analise de IL-10 em valores médios e desvio padrdo pode ser
observado na figura 5B. Na analise intragrupo nota-se que PRP+EXE3 e PRP+EXE14
obtiveram diferenga estatisticamente significante, obtendo um aumento no 14° dia

com p-valor de 0,0160.

IL-10
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Figura 5. Valores da producédo das citocinas anti-inflamatérias IL-4 (A) e IL-10 (B) em
picograma por millitro, na articulagdo de ratos, para o grupo lesdo articular ao 3° e 14°
dias tratados ou ndo com PRP, EXE e PRP+EXE. Analise de comparagao intragrupo
(mesmo tratamento 3 e 14 dias) e comparagédo multigrupos no mesmo tempo de lesao
(Teste estatistico de comparacéo de Dunn’s p<0,05). Numero de 5 animais para cada
grupo.
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Na sequéncia seguem descritos os valores da producdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1, IFNy e TNFo. Na figura 6A sdo expressos os valores de média e
desvio padréo para a analise da IL-1. Realizou-se a comparagado multigrupos e n&o
houveram diferengas estatisticamente significantes entre 3 e 14 dias. Observa-se que
os valores médios da citocina IL-1 ao 3° dia foram menores se comparados aos
valores médios no 14° dia. A figura 6B descreve os valores médios e desvio padrdo
da citocina IFNy entre os grupos avaliados. Verifica-se na analise multigrupos que n&o
houveram diferencas estatisticas para p<0,05. Os valores médios e o desvio padrao
para 0 TNFa sdo observados na figura 6C, que descreve através da analise
multigrupos que ndo houveram diferengas estatisticas para p<0,05.

IL-1 IFNy
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TnFo

3 dias 14 dias

Figura 6. Valores da produgao das citocinas pré-inflamatérias IL-1 (A), IFNy (B) e TNF-
a (C) em picograma por mililitro na articulagdo de ratos do grupo lesao articular ao 3°
e 14° dias tratados ou ndo com PRP, EXE e PRP+EXE. Analise de comparacgao
intragrupo (mesmo tratamento 3 e 14 dias) e comparagdo multigrupos no mesmo
tempo de lesédo (Teste estatistico de comparagao de Dunn’s p<0,05). Numero de 5
animais para cada grupo.

3. O tratamento com PRP, EXE e PRP+EXE altera a produgao de mediadores proé-
inflamatorios analisados por imunohistoquimica (IHC) no 3° e 14° dias.

Realizou-se a analise de 4 proteinas através da técnica de IHC, todas
envolvidas no processo de cicatrizagéo e reparo: NFkB(p65), TGFB1, VEGF e cNOS.
Os dados referentes as médias e desvios-padréo de todos os grupos experimentais
para cada marcador analisado estéo ilustrados nas figuras 7 e 8.

Na andlise da articulagdo no 3° dia pos les&o, observou-se na figura 7A redugéo
da expresséo de NFkB, TGFp1 (figura 7B), VEGF (figura 7C) e cNOS (figura 7D) em

todos os grupos tratados em relagdo ao controle positivo (C+3).
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Figura 7. Expressao dos niveis das proteinas analisadas na articulagdo apos indugao
da lesdo em 3 dias. (A) Expresséao dos niveis de NFkB, (B) TGFp1, (C) VEGF e (D)
cNOS. Grupo controle positivo (C+), tratado com PRP (PRP), tratado com exercicio
(EXE) e tratado com PRP associado ao exercicio (PRP+EXE). Cada grupo foi
composto por 5 animais. *Significancia estatistica (p<0,05). **Significancia estatistica
(p<0,01). ***Significancia estatistica (p<0,001).

A figura 8 ilustra que apo6s 14 dias de les&o na articulagao observou-se de forma
estatisticamente significante aumento de NFkB no grupo PRP (figura 8A) e aumento
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de VEGF no grupo EXE (figura 8C).Nao houveram alteracdes significativas nos
valores de TGFp1 (figura 8B) e cNOS (figura 8D).
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Figura 8. Expressao dos niveis das proteinas analisadas na articulagdo apos indugéao
da lesdo em 14 dias. (A) Expressao dos niveis de NFkB, (B) TGFp1, (C) VEGF e (D)

cNOS. Grupo controle positivo (C+), tratado com PRP (PRP), tratado com exercicio

(EXE) e tratado com PRP associado ao exercicio (PRP+EXE). Cada grupo foi

composto por 5 animais. ***Significancia estatistica (p<0,001).
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4. Deposicao de colageno na lesao articular tratadas ou nao com EXE, PRP ou
PRP+EXE aos 3 e 14 dias.

Em relagdo a deposigao de colageno, a figura 9 descreve os valores de média
e desvio padrédo da quantidade de colageno maduro em porcentagem por area
analisada dos grupos com lesao articular tratados ou ndo com PRP, EXE e PRP+EXE
no 3° dia e no 14° dia pds lesdo. As comparagbes nao obtiveram diferenca
estatisticamente significante para p<0,05.

Colageno Maduro
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Figura 9. Andlise do efeito da terapia PRP, EXE e PRP+EXE na quantidade de
colageno maduro na articulagdo apos 3 e 14 dias de lesdo. Grupo controle positivo
(C+), tratado com PRP (PRP), tratado com exercicio (EXE) e tratado com PRP
associado ao exercicio (PRP+EXE). Cada grupo foi composto por 5 animais. Dados
representam meédia e desvio padréo dos grupos.

A figura 10 ilustra as fotos microscépicas representativas de cortes longitudinais
da articulagdo de ratos para analise da quantidade de colageno com coloragao de
picrosirius fast green, dos grupos controle, tratado com PRP, tratado com EXE e
tratado com PRP+EXE, apos 3 e 14 dias. Observa-se em coloragao vermelha as fibras
de colageno maduro identificadas pelas setas dos grupos analisados.
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Figura 10. Fotografias microscopicas com coloragdo picrosirius fast green da
articulagdo em corte longitudinal de ratos dos grupos controle positivo 3 dias (C+3),
controle positivo 14 dias (C+14), grupo tratado com PRP 3 dias (PRP3), grupo tratado
com PRP 14 dias (PRP14), grupo tratado somente com exercicio 3 dias (EXE3), grupo
tratado somente com exercicio 14 dias (EXE14), grupo tratado com associagao de
PRP+EXE 3 dias (PRP+EXE3) e grupo tratado com associagdo de PRP+EXE 14 dias
(PRP+EXE14). Laminas examinada em campo escuro e sob luz polarizada para
identificacdo pela cor vermelha as fibras de colageno maduro (tipo 1). No canto
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superior da primeira foto, a descri¢ao do local de retirada das fotografias (Objetiva de

4x). Objetiva de 40x para focar o local de lesdo e analise.

Discussao

Observou-se através dos resultados que a associagao de PRP+EXE tanto na
fase inicial quanto na fase tardia reduziu infiltrado inflamatério polimorfonuclear e
mononuclear respectivamente traduzindo a associagao das terapias uma contencao
da migracdo celular inflamatdria, caracteristica que os tratamentos isolados nao
apresentaram. Tais achados corroboram com Garcia et al. (2017) que identificaram
também em ratos a reducdo de células inflamatérias na associagdo do PRP com
laserterapia (637nm). Os autores concluem afirmando que a associagdo do PRP com
outras terapias potencializa os efeitos de cicatrizagdo associado ao processo
inflamatorio pois permite um efeito desejavel na redugdo do infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear e mononuclear, além de permitir sinais de homeostasia articular,
efeitos esses que ndo ocorrem nos tratamentos com PRP de forma isolada.

De acordo com Dos Anjos et al. (2017) células polimorfonucleares s&o células
de perfil inflamatério agudo que apresentam uma meia-vida muito curta e morrem
rapidamente, no entanto em um processo inflamatério, a morte por apoptose é
acusada por sinais inflamatérios, que sao capazes de intensificar os sinais
inflamatdrios da artrite. Os autores mencionam que a redugao na quantidade dessas
células pode estar relacionada com uma acdo eficaz de cicatrizacdo. Tal
comportamento se comprova, ao analisarmos no 14° dia as células mononucleares,
que por sua vez, estao relacionadas com um reparo mais tardio, pois compreendem
células como macréfagos, linfocitos e fibroblastos, que participam de uma acgao tardia
e sao células presentes na fase mais avangada do processo inflamatério articular,
relacionadas com remodelagem e fagocitose.

Miller, Miller e Malfait, (2014) descrevem que os condrocitos, as células
sinoviais e outras células da articulagdo podem expressar e responder as citocinas
podendo serem detectadas em condigbes inflamatorias articulares do joelho. Os
autores descrevem que TNFa possui a fungdo de coordenar e influenciar a resposta
inflamatorias e a expressdo de diversas citocinas. Esse relato dos autores
supracitados, corroboram com os achados do presente trabalho no sentido de

notarmos uma baixa produgdo de TNFa, assim como uma baixa producido de
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praticamente todas as citocinas analisadas no presente estudo, fato esse que
comprova que a agao baixa de TNFa, esta relacionada com uma baixa produgao de
outras citocinas. Tais achados se confirmam através da analise de NFKB, que também
¢é fator de transcricdo de mediadores da inflamacao e que foi reduzida pela influéncia
de todos os tratamentos impostos na fase aguda (3 dias). A unica citocina dentre as
analisadas que obteve aumento estatisticamente significante no presente estudo foi
IL-10.

O presente trabalho demonstrou em seus resultados que a associagdo do
PRP+EXE no 14° dia aumentou significativamente a producgao de IL-10 se comparado
ao 3° dia, destacando-se a influéncia de IL-10 em inibir a produgdo de TNFa. pelos
macrofagos, resultados que foram identificados no presente estudo apresentando
assim um comportamento desejavel no que se refere a resolugdo do processo
inflamatorio.

Wang; Chen (2016) relatam que a inativacdo da transformacao do fator de
crescimento beta-1 (TGFB1) pode ser um importante evento de sinalizagdo para a
patogénese da artrite. Os autores descrevem que TGFp1 estimula a expressédo de
Prg5, que codifica para Lubricina, uma molécula importante para diminuir o atrito da
articulagao e que esta presente no liquido sinovial e desempenha um papel importante
na lubrificagcdo das articulagdes e na homeostase sinovial. Esses achados sugerem
que a sinalizagdo de TGFB1 pode desempenhar papel relevante e diferencial nas
articulagdes durante o desenvolvimento da artrite. Analisando os achados do presente
trabalho, nota-se uma diminuigao significativa na expressao de TGFp1 em todos os
grupos: PRP, EXE e PRP+EXE no 3° dia pos lesdo articular em ratos. Tais resultados,
fortalecem os achados de Wang; Chen (2016) pois comprovam que o modelo de
inducao de les&o articular foi efetivo em induzir a artrite no joelho de ratos, reduzindo
assim os indices de expressdao de TGFp1, denotando em um real estado de
inflamacéo articular.

Todos os grupos tratados, seja com PRP isolado, EXE isolado, ou associagao
de PRP+EXE reduziram de forma significativa a expressdo de VEGF no 3° dia. De
fato VEGF é uma proteina relevante na neovascularizagdo e que esta diretamente
relacionada com o aspecto de cicatrizagdo das estruturas periarticulares, ja a sua
reducdo indica aspectos positivos referentes ao controle do edema e do inchaco
articular (NGUYEN; JACOBSEN; CHAHINE, 2017). Segundo Greaves et al., (2013)
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esse controle do edema articular juntamente com analise da expressédo de cNOS e
outras enzimas pode indicar importante acdo de cicatrizacdo no tecido lesado. Ao
analisar a expressdo de cNOS, o presente estudo identificou que todos os grupos
tratados na fase inicial reduziram significativamente a produgdo dessa enzima, ja na
fase tardia, ndo houve influéncia. Tal comportamento pode se justificar devido a
possivel ativagao de outra via de sinalizacdo de NO tal como a iNOS.

Uma das maiores preocupacdes no reparo das lesdes articulares esta
relacionada a produgéo excessiva de tecido conjuntivo e a formacgéo de cicatriz, que
retardam consideravelmente o tempo de recuperagdo (PARKER et al., 2017). O
desenvolvimento de terapias direcionadas para evitar a expressao e deposigcao
excessivas de colageno maduro pode representar abordagens promissoras para o
tratamento de lesdes articulares (DUFFIELD et al.,, 2013). Considerando que um
aumento na producgao de colageno traduz em fibrose articular e menos mobilidade as
estruturas, nossos resultados revelam que os tratamentos baseados em aplicagcédo de
PRP, ou realizagéo de exercicio (EXE), ou a associagdo do PRP+EXE, ndo permitiram
a deposi¢cao aumentada de colageno maduro na capsula articular do joelho de ratos.
Tais achados corroboram com os achados de Contreras-Mufioz et al. (2017) pois os
autores relatam que o fator de crescimento tumoral b1 (TGFB1) é um fator chave no
desenvolvimento da fibrose, os autores citam que a diminuigdo significante na
expressédo de TGFB1 pode ter inibido a produgdo de colageno por parte dos
fibroblastos.

Cunha et al. (2014) também descreve a correlagdo entre baixo indices de
TGFB1 com baixa acéo fibroblastica e os autores mencionam ainda que a agao dos
fibroblastos faz parte do processo tardio de cicatrizagao e funciona com o intuito de
reparar o local lesionado.

Conclusao

O exercicio demonstrou ser responsavel por reduzir a migragao de células
polimorfonuclares. Porém todos os grupos reduziram a neovascularizagdo identificada
através da diminuicdo de VEGF em todos os grupos na fase aguda, além de diminuir
a expressao dos marcadores NFKB e TGFB1. Ja na fase tardia somente o tratamento

com exercicio aumentou a neovascularizagao expressa pelo aumento de VEGF. O
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tratamento com PRP isolado diminuiu a quantidade de células mononucleares assim
como o grupo tratado pela associagdo de PRP+EXE-14, que além de diminuir a
quantidade de células mononucleares, aumentou a expressao de IL-10, traduzindo
para o grupo associacdo de PRP+EXE-14 um comportamento desejavel para a
cicatrizagéo da artrite induzida em joelho de ratos.
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4. CONCLUSAO

A presente tese permitiu através da realizagdo da pesquisa bibliografica inferir
que o PRP é uma técnica eficaz na cicatrizagcado das lesées musculares e articulares,
por potencializar a liberacédo de fatores de crescimento que potencializam o processo
de cicatrizacdo e que possui suas capacidades potencializadas quando associado a
outras terapias, tais como a realizagao de exercicio.

Conclui-se ainda, que para as lesdes musculares traumaticas em ratos na fase
aguda a realizagdo de EXE, PRP e PRP+EXE, reduzem a quantidade de células
polimorfonucleares assim como a expressdo de cNOS, aumentando a
neovascularizacdo demonstrado pelo aumento de VEGF. Além disso, o tratamento
com a associacao PRP+EXE diminuiu IL-4, IFN, e TNF, permitindo afirmar que na
fase aguda, a associagdo responde melhor na cicatrizagcdo do musculo lesionado de
ratos. Apds 14 dias de lesdo muscular houve uma reducdo de VEGF em todos os
grupos tratados. Somente a associagdo PRP+EXE foi capaz de diminuir TGFB1 e IL-
4. O PRP isolado ou associado ao EXE elevou indices da producéo de IL-10.

Em relagcdo a leséo articular induzida por inflamagéo no joelho de ratos, os
tratamentos com PRP, EXE e PRP+EXE reduziram a neovascularizag¢ao identificada
através da diminuicdo de VEGF em todos os grupos na fase aguda, além de diminuir
a expressao dos marcadores NFKB e TGFf1. Ja na fase tardia, somente o tratamento
com exercicio aumentou a neovascularizagado expressa pelo aumento de VEGF. O
tratamento com PRP isolado diminuiu a quantidade de células mononucleares assim
como o grupo tratado pela associacdo de PRP+EXE14, que além de diminuir a
quantidade de células mononucleares, aumentou a expressao de IL-10, traduzindo
para o grupo associacdo de PRP+EXE um comportamento desejavel para a
cicatrizagéo da artrite induzida em joelho de ratos.
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