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Regenerative of Knee Osteoarthritis - Mesenchimal Stem Cells
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A osteoartrite (OA) € uma doenca articular muito comum. No Brasil, sua prevaléncia
é de 16,9%, constituindo a causa de 30 a 40% dos atendimentos nos ambulatorios de
Reumatologia e 7,5% de todos os afastamentos de trabalho, afetando 60% das pessoas
com 65 anos ou mais e 80% daquelas com 75 anos ou mais, interferindo nas atividades
da vida diaria das pessoas acometidas. A OA do joelho afeta trés compartimentos desta
articulacdo (medial, lateral e anterior), levando de 10 a 15 anos para desenvolver-se. A
artroplastia total do joelho (ATJ) representa o maximo na terapia da OA que afeta esta
articulagdo, porém possui elevado custo financeiro direto que, somado a demora e custo
da formacido médica especializada, impedem que esse método seja usado em grande
escala, penalizando grande parte dos pacientes, principalmente idosos. O propésito
desta publicaciio é demonstrar a técnica alternativa terapéutica para a OA do joelho
que, por apresentar reproducio simples, facil e barata, permite alcancar o tratamento
de niimero muito maior de pacientes ao método tradicional.

Palavras-chave: Células-Tronco; Medicina Regenerativa; Osteoartrite; Plasma Rico
em Plaquetas.

Osteoarthritis (OA) is the most common joint disease. Brazil's prevalence is 16.9%, constituting
the cause of 30% to 40% of visits in theumatology outpatient clinics and 7.5% of all sick
leave, affecting 60% of people aged 65 years or older and 80% of those aged 75 years or older.
Knee OA affects the three compartments of this joint (medial, lateral, and anterior), taking 10
to 15 years to develop and interfering with activities of daily living. Total knee arthroplasty
(TKA) represents the maximum OA therapy that affects this joint. However, it has a high direct
financial cost that, in addition to the delay and cost of specialized medical training, prevents
this method from being used on a large scale, harming most patients, especially the elderly.
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This paper aims to demonstrate an alternative therapeutic technique for knee OA, which, because it presents simple, easy,
and inexpensive reproduction, allows the treatment of a much larger number of patients.
Keywords: Stem Cells; Regenerative Medicine; Osteoarthritis; Platelet-Rich Plasma.

Introducio

A osteoartrite (OA), também conhecida como
doenca articular degenerativa, artrite de uso ou
artrite relacionada a idade, € uma das principais
causas de deficiéncia no mundo. Tradicionalmente,
a OA era interpretada como "desgaste" da
cartilagem articular apenas pelo envelhecimento,
nao tendo relacdo com processos inflamatorios -
ainda hoje, sua fisiopatologia ¢ pouco conhecida
e estd sob investigacao -, mas aceita-se que a OA
do joelho tenha origem multifatorial.!

Fisiopatologia

A OA do joelho afeta os trés compartimentos
desta articulagao (medial, lateral e anterior),
levando de 10 a 15 anos para se desenvolver,
interferindo nas atividades de vida diarias das
pessoas acometidas.? E influenciada por uma
combina¢do de fatores, incluindo histoérico
familiar, idade, obesidade, diabetes, sinovite,
mediadores inflamatorios sistémicos, imunidade
inata, alinhamento de membros inferiores,
formato articular, trauma e inflamacao secundaria
as sindromes metabolicas.*!? Independentemente
do mecanismo subjacente, a OA implica em danos
a cartilagem articular, formagao de osteofitos e
esclerose subcondral e, em casos avancados, cistos
subcondrais podem se desenvolver.

Epidemiologia

A OA uma doenga articular muito comum. No
Brasil, sua prevaléncia ¢ de 16,9%, constituindo
uma causa de 30 a 40% das consultas em
ambulatérios de reumatologia e respondendo por
7,5% de todas as licengas médicas, sendo a quarta
doenga a determinar a aposentadoria (6,2%)."
Além disso, o nimero de pessoas afetadas com
OA sintomatica no joelho tende a aumentar

devido ao envelhecimento populacional e a
obesidade epidémica.'? A incidéncia de OA
aumenta significativamente entre a quarta e
quinta décadas de vida (mulheres na menopausa
e homens a partir dos 50 anos), afetando 60% das
pessoas com 65 anos ou mais € 80% das com 75
anos ou mais."!

Manifestacoes Clinicas

Os sintomas da OA do joelho variam a
depender da etiologia. O sintoma mais comum ¢
a dor, que ocorre ao redor da articulagao, e pode
ser caracterizada como magcante, aguda, constante
ou intermitente, variando de leve a grave; além
da diminui¢cdo da amplitude articular. Durante
a marcha, o paciente pode ouvir guinchos ou
crepitacoes e relatar fraqueza muscular. Edema,
derrame articular e fraqueza sao sintomas comuns.
Esses achados, especialmente quando associados
a dor, geralmente se manifestam por dificuldades
em atividades cotidianas, como caminhar, subir
escadas, sentar e realizar atividades domésticas,
levando a impacto psicolégico negativo e
diminuigdo da qualidade de vida."

A dor no joelho geralmente se desenvolve
lentamente e piora com o tempo, mas também
pode ter inicio repentino. Dor, apds sentar-se ou
em seguida a repouso prolongado, associada a
rigidez matinal, sdo os sintomas mais comuns. A
dor geralmente aumenta com atividades vigorosas,
mas com o tempo, pode ocorrer com maior
frequéncia, inclusive durante o repouso. Dor e
rigidez apos repouso prolongado ou depois de
sentar-se, conhecido como gelling, geralmente
desaparecem em menos de 30 minutos.'

Diagnéstico

O diagnostico da OA do joelho ¢ definido por
achados clinicos, radiograficos e laboratoriais.
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A European League Against Rheumatism
(EULAR) recomendou o uso de trés sintomas
(dor persistente, rigidez matinal limitada e funcao
reduzida) e trés sinais (crepitagao, faixa restrita de
movimento e aumento 0sseo) para diagnosticar a
OA do joelho. Quanto mais fatores apresentarem,
maior a probabilidade de diagnostico de OA.
Quando os seis sintomas ¢ sinais estao presentes,
a probabilidade de identificar os achados de OA
nas radiografias ¢ de 99%."

O American College of Rheumatology
(ACR)'>!6 elaborou método de diagndstico
utilizando alguns critérios:

1. Avaliacdo clinica: dor no joelho na maioria
dos dias do més anterior, além de pelo menos
trés dos seguintes achados clinicos: crepitacao
durante o movimento articular ativo; rigidez
matinal com menos de 30 minutos de duracgao;
idade acima de 50 anos; alargamento 0sseo a
palpacdo; sensibilidade a palpacao 0ssea; sem
calor palpavel.

2. Avaliacdo clinica e radiografica: dor no joelho
na maioria dos dias do més anterior, associada
a evidéncias radiograficas de ostedfitos nas
margens das articulacdes, além de um dos
seguintes achados clinicos, a crepitagdo
durante o movimento articular ativo; rigidez
matinal menor que 30 minutos de duracgdo;
idade superior a 50 anos.

3. Avaliacdo clinica mais laboratorial: dor no
joelho na maioria dos dias do més anterior,
além de pelo menos cinco dos seguintes
achados: crepitagdo durante o movimento
articular ativo; rigidez matinal inferior a 30
minutos; idade acima de 50 anos; alargamento
0sseo a palpagdo; sensibilidade a palpacao
Ossea; sem calor palpavel; velocidade de
hemossedimentacao (VHS) abaixo de 40
mm/h; fator reumatoide menor que 1:40; fluido
sinovial consistente com OA (< 2.000/uL).

Tratamento

A artroplastia total do joelho (ATJ) representa
0 maximo na terapia da OA que afeta esta

articulacdo. No entanto, esse procedimento
tem alto custo financeiro, além de apresentar
dificuldades reprodutivas por diversos motivos.
Outro aspecto importante ¢ o atraso € o custo na
formacao médica especializada, que impedem
que esse método seja utilizado em larga escala,
prejudicando a maioria dos pacientes afetados por
essa patologia.

Como alternativa a ATJ, outros tratamentos
surgiram, mostrando-se eficazes no tratamento de
OA e de outras artropatias que afetam o joelho.
Entre esses tratamentos, temos o uso de células-
tronco mesenquimais € o uso de plasma rico em
plaquetas (PRP).

PRP contém alta concentragdo de plaquetas, '’
com cerca de 0,7% de células-tronco em sua
composi¢ao. O potencial terapéutico das plaquetas
baseia-se em seu rico complemento de fatores
de crescimento anabodlico e citocinas anti-
inflamatoérias, que induzem a proliferagdo
celular, migragao, diferencia¢do, angiogénese
e sintese de matriz extracelular.!” O efeito
positivo na cicatrizagdo tecidual ¢ obtido com
alto fornecimento de plaquetas e leucocitos
em preparagdo.!” Plaquetas contém trés tipos
de granulos: granulos a, granulos densos e
granulos lisos; granulos a sao fonte de fatores de
crescimento, incluindo platelet-derived growth
factor (PDGF), insulin-like growth factor-1 (IGF-
1), vascular endothelial growth factor (VEGF) e
transformative growth factor (TGF).!” O principal
papel dos fatores de crescimento contidos no
PRP ¢ recrutar e ativar outras células do sistema
imunolégico ou induzir inflamagao de células
endoteliais. Outros fatores presentes em o granulos
sdo quimiocinas e citocinas, como platelet factor
4 (PF4), proteina pro-plaquetaria and P-selectina,
envolvidos na estimulagdo da quimiotaxia,
proliferagdo e maturacao celulares, bem como na
modula¢do de moléculas inflamatorias. Granulos
densos contém adenosina trifosfato (ATP),
adenosina difosfato (ADP), serotonina, dopamina,
polifosfatos, histamina e epineftrina, que modificam
a ativagao de plaquetas e a formagao de trombos.
Muitos destes elementos tém efeitos modificados
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presentes nas células imunes. A histamina e
a serotonina aumentam a permeabilidade dos
capilares, permitindo a migragao de células
envolvidas no processo inflamatorio, como
macrofagos, e estimulam fibroblastos, células-
tronco mesenquimais e condrocitos autdlogos. Os
granulos lisossomais contém hidrolases, catepsina
D e E, elastase, lisozima e muitas outras proteinas,
cujo papel fisiologico ndo foi bem caracterizado
até o momento. "’

O Quadro 1 apresenta alguns pontos principais
das etapas de cicatrizagao de feridas e fatores de
crescimento associados, considerando reparagao,
substituicdo e regeneragao.

O principal papel dos fatores e citocinas
contidos em bioprodutos como PRP tem sido
associado ao recrutamento e ativagao de células
do sistema de defesa, modulagdo da inflamacao,
interferéncia no tecido conjuntivo e células
endoteliais. Os varios fatores de crescimento e
citocinas produzidas em plaquetas e outras células
foram recentemente revisados e sua aplicagdo na
OA do joelho demonstrou achados positivos na
modulac¢do estrutural e efeito anti-inflamatorio.!”

Observa-se todos os fatores descritos acima

em um modelo de analise de reparagao tecidual
descrito por Krafts ¢ colaboradores (2010)."% O
Quadro 2 apresenta os varios fatores adicionais e
citocinas produzidas por células presentes no PRP.
Células-tronco mesenquimais adultas
multipotentes sdo encontradas em muitos tecidos,
incluindo medula 6ssea, corddao umbilical e
tecido adiposo. Sua fungdo € reparar e substituir
tecidos e apresentar limites em sua capacidade
de diferenciacdo. Dependendo do estimulo,
elas podem se diferenciar em multiplos tecidos,
como adiposo, 0sso e cartilaginoso, apresentando
potencial para o tratamento de diversas doengas. '
Além disso, as células mesenquimais
desempenham papel importante na homeostase,
atuando diretamente na regeneragao tecidual,
cicatrizagao de feridas, comunicac¢ao intercelular
e imunomodulac¢do.? Elas foram amplamente
estudadas devido a sua capacidade anti-
inflamatoéria e de regeneragao tecidual.?

Técnica

A amostra de selecao de células-tronco pode
seguir diferentes processos para seu uso: a coleta

Quadro 1. Principais passos na cicatrizagao de feridas e fatores de crescimento associados.

Passos e Fatores

EGF FGF KGF PDGF TGF-a TGF-p TNF VEGF

Migracdo de Fibroblastos X
Proliferacao de Fibroblastos X X
Migracdao de Monocitos X

Ativacdo de Macrofagos

Migracao Epitelial X X
Proliferacao Epitelial X X
Angiogénese X

Sintese de Colageno
Sintese de Colagenase X X

Contracao da Ferida X

X X
X X X
X X X
X

X

X
X X X X
X X
X X X
X

EGF, epidermal growth factor; FGF, fibroblast growth factor; KGF, keratinocyte growth factor; PDGF, platelet-derived
growth factor; TGF, transforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor; VEGF, vascular endothelial growth factor.'®
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Quadro 2. Fatores de crescimento plaquetério e suas origens.

Plaquetas, linfocitos T, macrofagos/mondcitos, neutrdfilos, matriz 6ssea
extracelular, cartilagem, células TH1 ativadas e células natural killer

Plaquetas, macrofagos, células mesenquimais, condrdcitos, osteoblastos

Plaquetas, fibroblastos, células endoteliais, condrocitos, células de musculo liso

Plaquetas, macrofagos, células T, mastocitos, células natural killer, células

Plaquetas, osteoblastos, macréfagos, mondcitos, condrocitos

Plaquetas ativadas por trombina, células do sistema imune inato tais como

Plaquetas, osteoblastos, fibroblastos maduros e macrofagos

Plaquetas, macrofagos e outros tipos celulares como células epiteliais, células
de musculo liso nas vias aéreas e células endoteliais, mondcitos, neutrofilos e

TGF-g1
KGF Fibroblastos, plaquetas
FGF-1 Macrofagos, plaquetas
FGF-2
VEGF/VEP Plaquetas, células endoteliais
CTGF
GM-CDF
endoteliais, fibroblastos
TNF-a Plaquetas, células inflamatoérias
IGF
IL-1p
mondcitos e macroéfagos
IL-6
IL-8
fibroblastos
PDEGF Plaquetas, macrofagos, monocitos
PDAF Plaquetas, células endoteliais
PF4 Granulos a de plaquetas ativadas

TGF-B1, beta transformer growth factor; KGF, keratinocyte growth factor; FGF-1, growth factor of acid fibroblasts; FGF-
2, basic fibroblast growth factor; VEGF/VEP, vascular endothelial growth factor; CTGF, connective tissue growth factor;
GM-CDF, stimulator factor of granulocyte colonies/macrophages; TNF-a, tumor necrosis factor a; 1GF, insulin-like growth

factor; 1L-1B, interleukin 1B; IL-6, interleukin 6; 1L-8, interleukin 8; PDEGF, platelet-derived epidermal growth factor;
PDATF, platelet-derived angiogenesis factor; PF4, platelet factor 4.

pode ser realizada por puncdo venosa, pun¢ao
da medula dssea ou pela remog¢do de material
rico em células mesenquimais do tecido adiposo
(lipoaspiragao).

O material pode ser injetado imediatamente
ou transportado para o laboratdério de um
centro de processamento celular. Por razdes de
biosseguranga, devem ser respeitados protocolos
voltados a manutengao da qualidade e viabilidade
celular, bem como a preven¢do da contaminacao
amostral.

A amostra deve ser enviada ao centro a uma
temperatura de 2-8°C e pode permanecer assim por
até 48 horas ap06s a colheita. O material deve ser
embalado em papel esterilizado de grau cirurgico,
para manuten¢do de assepsia. Para manter a
temperatura, o material deve ser transportado em
caixas térmicas, além de ser colocado em conjunto
com material refrigerado que ajuda na manutengao
da temperatura, como um dispositivo de gelo
artificial reutilizavel. As amostras também devem
ser embaladas com selo de seguranga (envelope
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externo e interno) e etiquetas de informagdes
do produto. Se a embalagem estiver danificada,
o material ndo podera ser utilizado. As células
devem ser enviadas para administragdo em uma
seringa que nao deve atingir sua capacidade
maxima, permitindo ao profissional homogeneizar
a solu¢ao misturando as células na solucao
utilizada.

Uso de PRP e Células Mesenquimais Locais

Quinze minutos antes do procedimento
cirurgico, 36 mL de sangue sdao coletados em
um tubo contendo citrato como anticoagulante.
Depois disso, o sangue ¢ centrifugado a 1800
rpm por oito minutos, fazendo a separacao das
fases e o sobrenadante € coletado até a camada de
leucoécitos, o que nos dd o PRP. No momento da
injecdo, deve ser ativado por cloreto de calcio a
10%, sendo 50 pL de cloreto de célcio para cada
mL de PRP.

Durante a artroscopia, a abrasao mecanica
deve ser feita na area afetada até atingir a camada
ossea. Depois disso, sdo realizadas microfraturas
no local, permitindo a liberagao de fluido de
medula Ossea através das lesdes, o que traz
consigo células-tronco mesenquimais. Isso se
aplica ao PRP, que contém fatores de crescimento,
estimulando as células a formar nova cartilagem
e recuperar a lesdo.

Procedimento Utilizado pelos Autores

O procedimento utilizado pelos autores vem
passando por modificagdes ha aproximadamente
16 anos, com o objetivo de melhorar os resultados.
O uso de plasma rico em fibrina (PRF), além
do aspirado de medula 6ssea obtido a partir do
proprio joelho afetado, ¢ um avango técnico
significativo nesta area.

Iniciamos com a artroscopia do joelho afetado,
através de anestesia local nos portais de entrada e
intrarticular com cloridrato de ropivacaina 2 mg/
mL (20 mL), sem conservantes e sedagao venosa.
Apos a inspecdo da articulagdo, procedemos

coma osteocondroplastia de abrasdo, utilizando
uma lamina abrader e, a0 mesmo tempo, sao
feitos "furos" no local, atingindo a medula 6ssea,
visando que células-tronco e outros fatores de
crescimento permeiem o segmento afetado. No
mesmo ato cirurgico, realizamos o aspirado de
medula com uma agulha Jamshidi (Figura 1A),
coletando 4 mL de aspirado do condilo femoral e
outros 4 mL do plato tibial (Figura 1B). A selecao
do acesso a puncao (medial ou lateral) dependera
do local da lesdao. Apos esvaziar o soro fisiologico
da articulagdo, através da camisa do artroscopio,
no local da lesdo, ¢ injetado PRF (Figura 1C),
obtido mediante coleta de amostra de sangue
e centrifugada 15 minutos antes do inicio da
artroscopia. Depois disso, realizamos as suturas
de pele, completando o procedimento.

Fracido de Gordura Estromal

Em cerca de 100 mL de gordura obtida por
lipoaspiragdo, adicionamos 10 mL de tripsina
estéril (0,5%) e incubamos por 30 minutos em
banho-maria a 37°C. Entdo, adicionamos 10 mL
de plasma autologo e centrifugamos a 800 G por
10 minutos. O sedimento consistira de fragao
estromal de gordura (contendo cerca de 60% das
células mesenquimais) e deve ser ressuspenso em
5 mL de PRP autélogo e colocado em uma seringa
de 20 mL contendo 15 mL de 0zdnio medicinal.
Posteriormente, deve ser mexido por trés minutos
e entdo esta mistura (fracao estromal de gordura
+ PRP + 0z6nio medicinal) € injetada no joelho
afetado.

Aspirado de Medula Ossea

Cerca de 4 mL de aspirado de medula 6ssea
¢ obtido em uma seringa heparinizada. Estas
células sdo misturadas e colocadas em um tubo
de 10 mL contendo 0,9% de solucao de cloreto de
sodio. Em seguida, este material ¢ centrifugado
a 800 G por 10 minutos. Leucdécitos sao colhidos
na interface do liquido com os eritrdcitos. Estes
sao ressuspensos em PRP autdlogo (5SmL) e
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Figura 1. A. Agulha de Jamshidi. B. Pungao e aspiragdo da medula dssea. C. Inje¢ao de PRF no local
afetado.

Figura 2. RM do joelho esquerdo realizadas antes e apos seis meses do tratamento, demonstrando
reducdo dos sinais de osteoartrite e redu¢ao da imagem de osteonecrose.

Pré-tratamento Pés-tratamento

-

[T et A
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misturados em seringas de 20 mL (20 pg/mL).
Em seguida, é realizada a injecao nas articulagdes
afetadas.
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