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RESUMO

Objetivo: Comparamos, sob visao anatémica e histopatolégica, os eventos na cicatrizagao de
tendoes de Aquiles agudamente lesionados em 2 grupos de ratas. Um deles tratado com PRP
e o outro ndo. Métodos: Para isso utilizamos 18 ratas Wister, onde 5 foram sacrificadas para a
obtengao de PRP, 7 sofreram secgdes cirlirgicas de seus tenddes de Aquiles e foram tratadas com
PRP e 6 sofreram as mesmas secgbes cirlirgicas, porem nao receberam PRP. E observamos o
aspecto das feridas operatorias e histopatolégicos dos tenddes de Aquiles, em representantes de
ambos os grupos, em 4 periodos de tempo diferentes. Resultados: Obtivemos uma melhor resposta
inflamatéria/reparadora nos grupos tratados com PRP. Conclusdo: Concluimos que sua utilizagéo
implica numa mais rapida e melhor cicatrizacdo aguda do tendao de Aquiles. E que este trabalho
pode servir como estimulo para estudos em humanos.

ABSTRACT

Objetive: The authors compare in anatomical and histopathological vision, the events in the
healing of acutely injured Achilles tendons in two groups of rats. With and without the use of PRP
respectively. Methods: We use 18 Wistar rats, where 5 were sacrificed to obtain PRPF, 7 underwent
surgical sections of his Achilles tendons and where treated with PRP and 6 underwent the same
surgical sectoin, however not received the PRP. And we study the appearance of the surgical wound,
and the Achille’s histopathology of representatives from both groups, in four differents postoperative
periods of time. Results: A better infammatory response/repair in the groups treated with PRP was
observed. Conclusions: The utilization of PRP means for faster and better healing of acute Achilles
tendons. And this may serve as a stimulus for further studies in humans.

INTRODUCAO

Existem trés fases de cicatrizacdo e cura do tendio lesado. A
inflamatoria, a proliferativa e finalmente, a fase de remodelagio.®

A cura e remodelagio das feridas com plaquetas ativadas tém
sido amplamente difundidas.®”

As plaquetas possuem mediadores quimicos nos seus citoplas-
mas que normalmente sio ativados por moléculas do soro jé na
primeira fase, e que desempenham um importante papel na cura
das feridas. Regulando o metabolismo, mitogénese, quimiotaxia e
diferenciagio celular.©

Estas moléculas sao conhecidas como fatores de crescimento:
TGF beta, fator de crescimento de transformacio beta. FGFE, fator
de crescimento fibrobldstico. IGE fator de crescimento igual a in-
sulina. VEGE, fator de crescimento endotelial vascular. EGF, fator
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de crescimento epidérmico. PDGEF, fator de crescimen-
to derivado das plaquetas.

Precisamente, em centro de investigagio de referén-
cia e utilizando fatores de crescimento derivados das
plaquetas, (PDGF ativados), projetamos este trabalho
experimental em ratas. Nas quais provocamos uma ro-
tura cirdrgica nos seus tendoes de Aquiles e assim ava-
liamos a cicatriza¢io de forma clinico-cirdrgica e histo-
patoldgica, nas mesmas e seus grupos controles.

METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Imu-
nologia, Departamento de Bioquimica Clinica, Cibici
(Centro de Investigagio em Bioquimica Clinica e Imu-
nologia), da Universidade Nacional de Cérdoba, Ar-
gentina e no biotério deste Departamento foram pra-
ticados os atos cirtrgicos nas ratas.

Utilizaram-se 18 ratas Wistar fémeas de 2,5 a 3 meses
de vida, mantidas no biotério de acordo com as normas
internacionais. E o plasma rico em plaquetas extraido a
partir do sangue das mesmas.

O trabalho consta de trés fases:

1. Preparagao do plasma rico em plaquetas a partir de
unas das ratas.

2. Secgdo cirturgica do tendao de Aquiles da pata pos-
terior esquerda, aplicagao de PRP e fechamento da
ferida. Obviamente no grupo controle nio coloca-

mos PRP.

3. Avaliagio anatomopatolégica de ambos os grupos.

Preparagdo do plasma rico em plaquetas

A. Numa rata previamente anestesiada, puncionamos
seu coragdo para extrair com seringa e agulha, 5 cc.
de sangue. Nesta sangue acrescentamos 0,5 cc. de ci-
trato de sédio ao 3,8% (anticoagulante), num tubo
de ensaios Falcon estéril.

B. Centrifugamos isto a 1.200rpm por 10 minutos.

C. O material centrifugado mostrou 3 capas: uma
superficial do soro, uma intermediaria pequena e
branca e uma vermelha de eritrécitos. Tubo A: Da
primeira capa superficial do soro: tomamos 1 cc;
(deixamos o resto para o seguinte passo); e coloca-
mos num tubo Falcon que chamamos de tubo A.
Neste tubo adicionamos 0,3 cc de gluconato de Ca
a0 10% e o levamos a banho com agua fervente por
15 minutos. Resultado: obtemos um Ativador de
Plaquetas de aspecto gelatinoso.
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D. Tubo B: Com uma pipeta retiramos o sedimento in-
termedidrio e a este agregamos mais 1 cc da camada
superficial do soro, colocamos tudo isto num outro
tubo Falcon, (tubo B). Centrifugamos a 2.000rpm
por 10 minutos. Resultado: pequeno sedimento rico
em plaquetas.

— Das 18 ratas, 5 foram utilizadas para a extragio do
soro ativador plaquetdrio e as plaquetas.

— Aos 3 dias da cirurgia, foram sacrificadas: 1 rata con-
trole e 1 rata tratada.

— Aos 7 dias da cirurgia, mais 2 controle e 2 tratadas.
— Aos 10 dias: 2 controles e 3 tratadas.

— Finalmente aos 15 dias: 1 controle e 1 tratada. Nas 7
ratas tratadas procedemos a dissecar cirurgicamente
seus tendoes de Aquiles, e secciond-los com o bis-
turi. Logo disto colocamos o contetido do tubo B
(plaquetas), e acrescentamos o contetido do tubo
A, (Ativador das plaquetas). Fechamos com Mo-
nonylon e finalmente sacrificamos as mesmas aos 3,
7,10 e 15 dias do procedimento mencionado.

RESULTADOS

Aos 3 dias

Rata tratada com PRP
Idem a controle.

Macroscopia

Os achados séo similares aos da
rata controle. Idem a foto ao lado.

Rata controle
Quase nao caminha.

Macroscopia

Nao héa continuidade do tendao.
0 edema é importante.

Microscopia
Intenso infiltrado inflamatério
com predominio leucocitario
neutrofilo.

Microscopia
Vemos material proteinaceo,
correspondente ao plasma
injetado em areas especificas.
Menor intensidade de infiltrado
inflamatério e edema.
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Aos 7 dias

Aos 10 dias

Ratas controle
Caminham com dificuldades

Ratas tratadas com PRP
Idem as ratas controles

Macroscopia

Macroscopia

Ratas controle
Caminha com muito pouca
dificuldade.

Ratas tratadas com PRP
Caminham sem dificuldades.

Nas feridas operatdrias observamos
areas de deiscéncia ulceradas,
a maior de 2mm. Os tenddes
apresenta nédulo cinza claro
aderido a pele. Menor a Imm.

As feridas operatdrias estao
fechadas, somente um pequeno
ponto menor de 1mm esté4
deiscente. Os tenddes estao
inteiros, continuos, engrossados

no setor correspondente a lesao e

cicatrizados totalmente.

|

Macroscopia

Macroscopia

A cicatrizagao da pele ainda nao é
completa. Os tenddes encontra-se
cicatrizados, porém todo aderido
a pele, assim como engrossados.

As feridas operatdrias estao
cicatrizadas, a pele nao se
apresenta aderida e ha uma
melhor continuidade de fibras
sem engrossamentos no tendao.

Microscopia

Microscopia

Microscopia

Microscopia

A epiderme junto a lesao
encontra-se engrossada com
hiperceratose, acantose e
papilomatose. Na derme ha
granulomas de corpo estranho,
(ao fio de sutura), com células
gigantes tipo corpo estanho,
macréfagos, linfécitos e leucdcitos
neutréfilos. Além disto, na
derme profunda héa proliferacéo
fibroblastica irregular e vasos
sanguineos de neoformacgdo sem
orientacao definida.

|

Importante proliferagao
fibrobléstica. Os fibroblastos
estao orientados seguindo as

linhas de forca. Numa area ha
fibras musculares presas pela

fibrose. Outro setor mostra fibras

nervosas com engrossamento
perineural. O infiltrado
inflamatorio é notoriamente
pequeno, com alguns linfécitos,
leucdcitos e macréfagos.

Proliferacéo fibroblastica irregular,
abundantes vasos sanguineos
de neoformacao e atrapamento
de fibras musculares necréticas
e fragmentadas. O infiltrado
inflamatorio continua importante.
As fibras nervosas apresentam
fendmenos degenerativos com
importante engrossamento
nervoso perineural.

Confirma-se a continuidade das

fibras musculos-tendineas.

A proliferacao fibroblastica segue

as linhas de forga com muito

pouco envolvimento das fibras
musculares estriadas. Algumas
fibras nervosas possuem escasso

engrossamento perineural.
0O infiltrado inflamatorio
linfocitario € minimo.
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Aos 15 dias

Rata controle
Caminha sem dificuldades.

Rata tratada com PRP
Idem as ratas controles.

Macroscopia

Macroscopia

Ao abrir a pele vemos um tendao
mais engrossado e aderido aos
planos vizinhos. Ja cicatrizado.
Pata da esquerda na fotografia.

Tendao continuo com aparente
grau de normalidade.
Pata da direita da fotografia.

Microscopia

Microscopia

Encontra-se um infiltrado
inflamatdrio predominantemente
leucocitario e algumas areas o
infiltrado é linfoide. No setor
de corte ha colageno denso e
fibroblastos com distribuicao
irregular.

A proliferacéo fibrobléstica é
ordenada, seguindo as linhas de
forga e o infiltrado inflamatério
e ainda muito menor do que no

dia 10.
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DISCUSSAO

Como sabido, quando um tecido ¢ danificado, su-
cedem-se uma série de eventos que dio lugar a repara-
¢ao e/ou regeneragao tissular. Do que vamos abordar,
infere-se uma cadeia de eventos no tecido mesenquimal
que promovem a cicatrizacio e regeneragao dos tendoes
lesionados cirurgicamente, simulando uma rotura trau-
mitica. Para isto, primeiro levamos em conta que fren-
te a lesao podem ocorrer trés acontecimentos bdsicos
(Figura 1).

Neste estudo avaliamos basicamente a reparagao e/ou
cicatriza¢do de uma lesdo cirurgicamente provocada no
tendio de Aquiles, simulando uma ruptura aguda do
mesmo. Também devemos precisar que o acionar das
plaquetas ativadas nio sio avaliadas neste trabalho, ¢
nenhuma agio de regeneragio. Somente sio avaliados
os acontecimentos de reparagio do tecido com dano
agudo experimental.

O tecido mesenquimal possui um baixo nivel de re-
plicagdo, porém frente a estimulos pode rapidamente
proliferar e reparar/regenerar o tecido lesionado. Este
ciclo celular tém um mecanismo de regulacio de re-
plicagao onde intervém muitas moléculas, (os fatores
de crescimento), em diferentes vias inter-relacionadas.
Os fatores de crescimento conhecidos sio: TGF beta,
(Fator de transformagao beta). FGE (fator de cresci-
mento fibroblastico). IGE (Fator de crescimento igual
A insulina). VEGE, (fator de crescimento endotelial
vascular) e PDGE (Fator de crescimento de origem
plaquetdrio).

Em base a estes mecanismos, é sabido que as pla-
quetas liberam fatores de crescimento; (PDGF); estes
sao uma familia de proteinas ligadas entre si, contidas
em granulos e liberadas quando ativadas. Atuam de for-
ma pardcrina assim como estimulam os fibroblastos.

Figura 1. Eventos na reparacao/regeneracao celular
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De acordo com estes conhecimentos, temos reali-
zado a separagao, estimulagio e utilizagio dos fatores
plaquetdrios. E observado a sequéncia de eventos na re-
paragdo dos tendoes de Aquiles em ratas tratadas com
estes e outras ratas sem nenhum tratamento, para servi-
rem de grupo controle.

As fases de reparagio das ratas nio tratadas, de-
monstraram que a formacio do codgulo, o edema, a
formacio de tecido de granulacio, a proliferagio de
fibroblastos e do coldgeno resultam mais irregulares e
abundantes do que nas ratas tratadas.

Nas ratas tratadas observamos que a cicatrizagio ¢é
ordenada e os fibroblastos seguem melhor as linhas de
forga. Cabe destacar o francamente mais rdpidos que
sd0 estes eventos nelas, como demostrado nas microfo-
tografias no tempo de observagio clinica utilizado.

Os animais tratados recuperaram sua marcha nor-
mal e a continuidade do tendao, organizados por fibro-
blastos bem ordenados, pouco coldgeno e sem infiltra-
do inflamatério. Confirmamos isto neste experimento,
e da maneira mais ilustrativa possivel vemos que hd
coincidéncias com as observacées cientificas e clinicas
do tema, onde jé hd um consenso das boas evolugoes
clinicas nas reparagoes agudas.”'V

Restam obviamente mais estudos nos mecanismos
da regeneracio dos estddios cronicos, por lesao ou dege-
neragio, pois nestes casos os resultados sio diferentes. 1?
Assim como seu uso com outros materiais e a relacio
com os outros fatores de crescimento.'%'3'% Por ulti-
mo, o procedimento bioquimico utilizado para a ob-
tencdo do plasma rico em plaquetas é adequado e tem
sido profusamente reportado na bibliografia.

Segundo publicagao de 2010 do Comité Olimpico
Internacional: “mais evidéncias sio necessdrias antes de
formular recomendagées para a administragio de PRP
em lesoes de tendoes nos humanos”. Sendo assim, os
autores concluiram que, com este trabalho, podemos
encorajar a realizacio de estudos similares. Assim como
sua utilizacio e avaliacio em seres humanos."

CONCLUSOES

O estudo em tendées de Aquiles de ratas tratadas
com plasma rico em plaquetas ativadas, em comparagao
com grupo controle, demostrou uma melhor reago in-
flamatéria/reparadora destas.

Macroscépica e clinicamente, pegas e ratas tratadas
tiveram melhor aspecto das feridas operatérias com me-
nor volume e aderéncia cicatricial do tenddo. O com-
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portamento dos animais tratados evidenciou maior ra-
pidez no retorno as fungdes do membro.

Microscopicamente, as ratas tratadas demonstraram
uma cicatrizagio mais ordenada, com fibroblastos se-
guindo as linhas de forca, menor presenca de coldgeno
e sem infiltrados inflamatérios.

Esta equipe multidisciplinar de profissionais atuan-
tes no Brasil e Argentina, nas dreas de Ortopedia/Ci-
rurgia do pé e tornozelo, Bioquimica e Patologia; con-
firmam mediante este estudo experimental em ratas, a
eficiéncia clinica e anatomopatoldgica do uso de plasma
rico em plaquetas ativadas. Nas lesdes agudas dos ten-

does de Aquiles.
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