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RESUMO

Quarteiro ML. O efeito do plasma rico em plaquetas no reparo de lesées mus-
culares em ratos. Campo Grande; 2013. [Dissertacédo — Faculdade de Medicina da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O objetivo deste estudo experimental foi avaliar os efeitos histolégicos do
plasma rico em plaquetas (PRP) no reparo do tecido muscular de ratos. Para tanto,
o PRP foi obtido por dupla centrifugacdo do sangue de cinco animais. Em outros 30
ratos, foi produzido um dnico trauma no terco médio do ventre do musculo gastroc-
némio de cada membro traseiro. As lesdes assim produzidas ndo receberam trata-
mento em seis ratos (12 patas). Nos demais 24 ratos, injecdes intralesionais de soro
fisiologico a 0,9% foram aplicadas nas patas esquerdas, e de PRP, nas patas direi-
tas. Amostras do tecido muscular lesionado tratado e néo tratado foram avaliadas
histologicamente sete e 21 dias apds os procedimentos. A quantidade de colageno
nas lesdes tratadas com PRP foi significativamente menor do que a das demais le-
sbes na avaliagcao realizada sete dias apds o procedimento, mas se equiparou a dos
demais grupos na avaliacéo realizada no 21° dia. Houve aumento significativo (p =
0,00021) na quantidade de colageno do sétimo para o 21° dia apds o procedimento
nas lesfes tratadas com PRP, o0 que ndo ocorreu nas lesdes tratadas de outra for-
ma. O processo inflamatério se mostrou mais intenso nas lesdes tratadas com PRP
em comparacdo as lesdes dos outros grupos de tratamento na avaliacdo realizada
sete dias apOs o procedimento; todavia, os aspectos morfoldgicos dessas lesbes se

mostraram similares ao das lesdes néo tratadas 21 dias apés o procedimento.

Palavras-chave: Les6es musculares, Plasma rico em plaquetas, Reparo muscular.



ABSTRACT

Quarteiro ML. The effect of platelet-rich plasma on muscle lesions produced in
rats. Campo Grande; 2013.[Monograph — MedicineSchool of the Federal University

of MatoGrosso do Sul].

The histologic effects of platelet-rich plasma (PRP) on the tissue repair of mus-
cle lesions produced in rats were evaluated in this study. PRP was obtained by dou-
ble centrifugation from the blood of five animals. One unique lesion was produced in
the gastrocnemius muscle of each posterior limb of other 30 rats. Six rats (12 limbs)
received no treatment. In the other 24 rats, saline solution 0,9% or PRP was injected
into the lesions produced in the left and right limbs, respectively. Samples of muscle
tissue from treated and not treated lesions were histologically analyzed seven and 21
days after the procedures. The amount of collagen fibers in the lesions treated with
PRP was significantly lower than that observed in the other groups on the 7th day,
but became similar on the 21th day. Collagen fibers increased significantly (p =
0,00021) from the 7™ to the 21th day in the samples from lesions treated with PRP,
but not in the other groups. Inflammatory process seemed more intense in the le-
sions treated with PRP compared with those treated with saline solution or not treat-
ed on the 7" day; however, histologic aspects of samples from PRP-treated lesions
were similar to those from not treated lesion on the 21th day.

Keywords: Muscle lesions, Platelet-rich plasma, Muscle repair.
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1 INTRODUCAO

O sistema muscular é a maior estrutura que compde o sistema organico do ser
humano. O tecido muscular € importante na homeostasia bioenergética, tanto em
repouso quanto em exercicio. Essa adaptabilidade resulta da capacidade de funcio-
nar com eficiéncia sob ampla gama de condicfes, e € de grande importancia na so-

brevivéncia das espécies (SENE, 2005).

A combinacdo de estruturas musculares, que consistem em células muscula-
res, rede de nervos bem organizada, vasos sanguineos, tecido conectivo e sua ma-
triz extracelular, € organizada e possibilita a locomocdo e a estabilizacdo articular
(GARRET; BEST, 1994; HUARD et al., 2002).

Segundo Kettunen et al.(2001), o aumento da demanda por exercicios competi-
tivos provocou o crescimento no risco de lesbes, o0 que gera preocupacoes tanto pa-
ra os praticantes de atividades fisicas quanto para treinadores e atletas de todas as
esferas de rendimento, pois interrompem o processo evolutivo de adaptacdes siste-

maticas impostas pelo treinamento.

As lesdes desportivas, possivelmente, sdo resultado de exercicios realizados
de maneira extenuante e, ainda, inadvertida ou inapropriada. A prevaléncia e a inci-
déncia desses episodios sao subestimadas devido a auséncia de notificacdo em to-
do o universo esportivo. (BENNELL; CROSSLEY, 1996; KETTUNEN et al., 2001).

A lesdo muscular € um dos traumas mais comuns ocorridos na pratica esporti-
va, com taxa de incidéncia entre 10% a 55% de todas as lesdes (JARVINEN et al.,
2005). Rizzi et al. (2006) relataram que 30% das lesfes diagnosticadas pelos médi-

cos possuem relagcdes com o sistema muscular.

LesBes nos musculos isquiotibiais tém sido relatadas na literatura com incidén-
cia de 12% em jogadores de futebol (HAWKINS; METHENY, 2001; ROLLS; GEOR-
GE, 2004). Pastre et al. (2005) relataram incidéncia de lesbes musculares de 50,9%
em atletas velocistas. Grote et al. (2008) observaram que 42% de sua amostra de
atletas nadadores de peito ficaram, ao longo do ano anterior a realizacédo do estudo,

periodos sem treinar ou competir devido a lesdes musculares.
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Clebis e Natali (2001) definiram lesdo muscular como qualquer alteragao que
promova uma disfuncdo do aparelho locomotor decorrente da préatica esportiva, seja
ela morfolégica ou histoquimica. Desse modo, as lesGes musculares podem ser
causadas por dois mecanismos: o0s traumas diretos, como contusdes e laceracfes, e
por traumas indiretos, como isquemia, denervacdo e estiramentos (HUARD et
al.,2002; JARVINEN et al.,2005).

O incremento de individuos na pratica de diversas modalidades de atividade fi-
sica, em nivel preventivo, curativo ou esportivo, gera aumento no aparecimento das
lesbes esportivas musculoesqueléticas (HOOTMAN et al., 2002). Dessa forma, as
lesbes musculares tornaram-se objeto de estudos com a finalidade de buscar recu-

peracdo rapida, com qualidade e eficacia (SENE,2005).

Entretanto, ainda permanecem alguns questionamentos especialmente em re-
lacdo aos efeitos e resultados de varios tratamentos comumente utilizados para es-
timular o processo de reparo do musculo. Dependendo da severidade e localizacéo
da lesao, diferentes manejos terapéuticos sao utilizados, desde o tratamento con-

servador e medicamentoso ao cirurgico (DE CARLI et al., 2009).

Exceto para os casos de rupturas musculares completas, avulsées e miosite-
sossificante, o tratamento-padrdo utilizado para lesdes musculares agudas é o re-
pouso, protecdo, gelo, compressao e elevacdo; além desses principios, ndo existe

consenso claro sobre o tratamento da lesdo muscular aguda (CHAN et al., 2005).

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) € um produto do sangue autdlogo que vem
sendo proposto desde 1990, por promover forte estimulo ao reparo tecidual (HAY-
NESWORTH et al., 2002). E obtido da centrifugacdo do sangue periférico, e a con-
centracdo de plaguetas deve idealmente ser superior & 338% da concentracdo do
sangue periférico (WHITMAN et al., 1997; CAMARGO et al., 2002; LEKOVIC et al.,
2002; MARX, 2004) .

O PRP possui proteinas como a fibrina, fibronectina e vitronectina, que promo-
vem a osteoconducdo por meio de sua acdo na adesao celular, além da propria a-
céo dos fatores de crescimento TGFb e do PDGF na estimulagéo dos osteoclastos,
melhorando a qualidade dos resultados obtidos nas enxertias 6sseas (KNOX et al.,
1986).
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O gel de PRP é obtido pela adicdo de trombina e ou gluconato de calcio ao
PRP. Essas substancias ativam o sistema de coagulacao, resultando na gelacao do
PRP, o que facilita sua aplicacdo em diversas cirurgias, além de ativar as plaquetas
(EFEOGLU et al., 2004; KEVY; JACOBSON, 2004).

O PRP possui propriedades curativas atribuidas a concentra¢cdes aumentadas
de fatores autdlogos de crescimento tecidual e proteinas em nivel celular. A expecta-
tiva é de que esses fatores, quando introduzidos no local da lesédo, aumentem o re-
crutamento, a proliferacdo e a diferenciacdo das células envolvidas na reparacao
tecidual, promovendo reparo acelerado e com melhor diferenciacéo tecidual (FOS-
TER et al., 2009).

Atualmente estdo sendo estudadas diversas utiliza¢des clinicas do PRP, inclu-
indo reparo de lesdes condrais (SUN et al., 2010) e tendineas (SANCHEZ et al.,
2010; CERVELLI et al., 2010); reparo de lesbes e regeneracdo 6ssea (TORRES et
al., 2010; FENG et al., 2010; GENTILE et al.,2010); tratamento de fasceite plantar
(PEERBOOMS et al., 2010) e de ulceras crénicas em pé diabético (MARGOLIS et
al., 2001; VILLELA; SANTOS, 2010).

O reparo das tendinopatias crénicas do tenddao de Aquiles com injecao intrale-
sional de PRP tem mostrado resultados promissores na histologia e na morfologia
do tecido neoformado (DE VOS et al., 2010).

Em ensaios clinicos randomizados e controlados recentemente publicados
(SANCHEZ et al., 2012; VAQUERIZO et al., 2013), ficou evidenciada a superiorida-
de do Plasma Rico em Fatores de Crescimento em comparacdo com o acido hialu-
rénico (incluindo o acido hialurénico estabilizado de origem ndo animal) no alivio da
dor, na melhora articular e nas funcdes fisicas de pacientes com osteoartrite de joe-
Iho.

Desde 2004, diversos estudos tanto experimentais quanto clinicos (WRIGHT-
CARPENTER et al., 2004; SANCHEZ et al., 2005; HAMMOND et al., 2010; HAMID
et al., 2012; HARRIS et al., 2012; GIGANTE et al., 2012; BUBNOV et al., 2013; WA-
TERLAIN et al., 2013) vém revelando os efeitos da injecéo intralesional de PRP em
lesbes musculares. De modo geral, os achados desses estudos reportam melhor

regeneracao muscular, aumento de neovascularizacao e reducgéo de fibrose.

Levando-se em conta a frequéncia de lesdes musculares e a necessidade de
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opcOes terapéuticas, considerou-se a realizagcdo deste estudo experimental para a
verificacdo dos efeitos da inje¢éo intralesional de PRP em les6es musculares provo-

cadas em modelo animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O Plasma Rico em Plaguetas (PRP) € um concentrado de plaquetas obtido de
sangue autologo, desenvolvido com o intuito de otimizar o processo de cicatrizacao
a partir das moléculas bioativas contidas em granulos plaquetarios. Por se constituir
em produto autélogo, tem a vantagem de nao desencadear reacdes imunogénicas

ou transmitir doencas pela via sanguinea (ALSOUSOU et al., 2009).

As bases para o desenvolvimento do PRP datam de 1970, quando Matras pu-
blicou estudo experimental em que descreveu o preparo de selante alogénico de
fibrina, formado pela polimerizacdo de fibrinogénio com trombina e célcio, utilizado
para a cicatrizagdo cutdnea de ratos. Duas décadas mais tarde, Gibble e Ness
(1990) desenvolveram selante de fibrina autéloga e o apresentaram como material
com propriedades adesivas e homeostaticas promissoras para a cicatrizacdo de fe-

ridas cirdrgicas.

Ainda em 1990, ja se propunha o uso de cicatrizantes derivados de plaquetas
humanas autélogas para regular a cicatrizacdo de Ulceras cutaneas recalcitrantes a
partir da promocéo de formacéo de tecido de granulacdo em fase ainda precoce do
processo de cicatrizagdo (ALSOUSOU et al., 2009). Alguns anos depois, as plaque-
tas foram de fato introduzidas na clinica cirargica como fonte rica de fatores bioati-

vos em cirurgias bucomaxilofaciais (WHITMAN et al., 1997).

O desenvolvimento do PRP, portanto, fundamentou-se nas carateristicas das
plaguetas, definidas como pequenos fragmentos anucelados e discoides de cito-
plasma, que derivam de megacariocitos da medula 6éssea, que medem menos que 3
micrémetros de largura e entre 5 e 7 micrometros de diametro. Varias proteinas, ci-
tocinas e fatores bioativos contidos nesses fragmentos citoplasmaticos estdo sabi-
damente envolvidos com a regulagcédo do processo de reparagao tecidual e do pro-

cesso de coagulacédo sanguinea (MARX, 2001).
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As plaguetas possuem granulos alfa que contém diferentes fatores de cresci-
mento que, por sua vez, sdo peptideos sinalizadores responsaveis pela regulagéo
do metabolismo celular, a partir de sua interacdo com um complexo organizado de
receptores de superficies celulares, a qual resulta em aumento da transicdo génica e
producdo de proteinas que promovem proliferacdo e diferenciacdo celular, e em au-
mento da producdo da matriz extracelular e angiogénese, o que otimiza 0 processo
de regeneracéo tecidual (SIMMAN et al., 2008; FOSTER et al., 2009).

Ja foram identificados pelo menos sete diferentes fatores de crescimento se-
cretados ativamente pelas plagquetas e que atuam na fase inicial da cicatrizacéo, a
saber: trés isbmeros do fator de crescimento plaquetario (PDGF), denominados
PDGFaa, PDGFbb e PDGFab; dois fatores de crescimento transformadores (TGF),
denominados TGFb1l e TGFb2; o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); e
o fator de crescimento epitelial (EGF) (VENDRAMINet al., 2006).

Os TGF ativam os fibroblastos para a formacéo de protocolageno, que resulta
na deposicdo de colageno e cicatrizacdo da ferida. Os PDGF, associados ou ndo
com os TGF, aumentam a vascularizagéo tissular, promovem a proliferagéo de fibro-
blastos, aumentam a quantidade de colageno, estimulam producdo de tecido de
granulacdo e melhoram a osteogénese (LIUet al., 2002).0 VEGF estimula a angio-
génese, a mitogénese e a permeabilidade vascular, e 0 EGF induz o crescimento de
tecido epitelial e promove também a angiogénese. Essas substancias tornam a cica-
trizacdo mais rapida e eficiente, favorecendo a integracdo de enxertos, sejam eles
0sseos, cutaneos, cartilaginosos ou de células de gordura (KNOX et al., 1986).

De toda forma, acredita-se que ainda ndo haja uma definicdo exata de PRP,
uma vez que produtos derivados do sangue apresentam tal nimero de variaveis que
se torna impossivel estabelecer um conceito univoco e inequivoco para o PRP na
pratica clinica. Trata-se de produto geralmente referido como um derivado sangui-
neo contendo altas concentracdes de plaguetas em relacdo aos niveis plaquetarios
basais (KON et al., 2011). Sugere-se que a concentracao de plaquetas deva ser pelo
menos, 200% maior do que a contagem de plaquetas no sangue periférico (MARX,
2001; DOHAN EHRENFEST et al., 2009), embora haja ampla variagdo nos estudos
relatados, que chegam a mencionar o ideal de até oito vezes 0s niveis plaquetéarios
basais (TSCHON et al., 2011).
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O numero de plaquetas €, a principio, condicdo impar para determinar o volu-
me total de fatores de crescimento administrados a lesdo para que de fato haja regu-
lacdo do processo cicatricial. No entanto, ha evidéncias de bons resultados clinicos
mesmo com concentragdes mais baixas de plaquetas (KON et al., 2013). Também j&
foram estabelecidas correla¢cdes entre 0 numero de plaquetas contido no PRP e o
tipo de resultado observado (TORRICELLI et al., 2011). Portanto, estudos mais am-
plos devem ser realizados para a compreensao da relacdo quantidade-qualidade de

fatores de crescimento para a regulacéo do processo cicatricial.

Outras variaveis que dificultam o entendimento mais amplo sobre os resultados
da aplicacao clinica do PRP incluem as diferentes modalidades de armazenamento
do produto, os métodos de ativacdo do PRP, os diferentes protocolos clinicos para a
sua aplicacédo, a fase da lesdo em tratamento e, especialmente, os métodos de pre-
paro do PRP (COLE et al., 2010).

Com relacdo ao preparo do PRP, que constitui a principal variavel, inicialmente
era processado em maquinas de plasmaferese, e utilizava-se trombina bovina e clo-
reto de calcio para a ativacdo das plaquetas (WHITMAN et al., 1997; MARX et al.,
1998). Com essa técnica, observou-se, em humanos, que a cicatrizacdo de 0sso e
tecidos moles foi potencializada pela aplicacdo do PRP em concentracdo de
1.000.000 de plaquetas/uL, o que corresponde a 338% a mais do que as plaquetas
usualmente encontradas no sangue (WHITMAN et al., 1997; MARX et al., 1998; LE-
KOVIC et al., 2002; CAMARGO et al., 2002). Além das limitagBes tecnoldgicas des-
se método de separacdo celular, ainda requer grande quantidade de sangue (450
mL), o que restringe 0 seu uso a institutos de transfusdo sanguinea e a ambientes
hospitalares (WEIBRICH et al., 2002b).

Considerando que a utilizacdo de trombina bovina para a ativacéo das plaque-
tas traria risco de coagulopatias pela formacéo de anticorpos contra fatores de coa-
gulacao, Landesberget al. (2000) propuseram a obtencédo do PRP por meio de cen-
trifugacédo realizada em duas etapas: inicialmente ocorre a separacdo das hemacias
do plasma e posteriormente a separacao do plasma rico em plaguetas e do plasma
pobre em plaquetas. Assim, obtiveram concentracdo de plaguetas 229% maior do
que os niveis basais. Ambas as centrifugacfes eram realizadas a 200g por dez mi-
nutos. Com o mesmo protocolo, Sonnleitneret al. (2000) também identificaram gran-

de concentracédo de TGF-bl e de PDGF no PRP, enquanto a concentracdo desses
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fatores no plasma se mostrou minima.

Hanet al. (2009) observaram que o PRP ativado por trombina atuou como inibi-

dor na osteogénese e na condrogénese quando comparado ao PRP sem ativagao.

Esse método de dupla centrifugacao foi experimentalmente modificado por E-
feoglu et al. (2004), com o intuito de aumentar as concentracdes de plaquetas. Com
sangue de coelhos, realizaram a primeira centrifugacao a 300g por dez minutos, e a
segunda a 5.000g por cinco minutos, e obtiveram quase o dobro de concentragbes
de plaquetas do que as obtidas na técnica anterior. Desde entdo, diversos protoco-
los aplicados a animais e a humanos vém sendo propostos para a obtencédo do PRP
por meio de dupla centrifugacéo (LOZADA et al., 2001; PACIFICI et al., 2002; WEI-
BRICH et al.,, 2002a; 2004; VAN DEN DOLDER et al.,, 2006; MAZZUCCO et al.,
2008; MESSORA et al., 2009).

Também ja foi descrito o processo de centrifugacédo Unica de 55 ml de sangue
adicionado a 5 ml de citrato a 3.200 RPM por 12 minutos (EPPLEY et al., 2004) e de
18 ml a 27 ml de sangue venoso distribuido em tubos de 4,5 ml com citrato de sédio
a 3,8% centrifugados a 460 g por oito minutos (ANITUA et al., 2005), com o intuito
de aumentar a concentracdo de plaquetas e, consequentemente, os niveis de fato-

res de crescimento.

O fato é que todos esses protocolos, simplificados pela necessidade de menor
quantidade de sangue e pelo uso de centrifugas comuns, representam grandes a-
vancos em relacdo as técnicas inicialmente propostas para obtencdo do PRP, em
virtude tanto da reducédo marcante dos custos de producdo quanto da possibilidade
de execucédo em ambiente ambulatorial (MESSORA et al., 2009). Por outro lado, di-
ferentes protocolos aplicados a diferentes espécies e em diferentes leitos receptores
do PRP dificultam tanto a avaliagdo quanto a comparacao dos achados dos estudos

publicados.

Nesse sentido, Dohan Ehrenfest et al. (2009) propuseram um sistema de clas-
sificagdo do PRP, com base no tipo de equipamento utilizado para a sua producao, o
volume final obtido e a concentracdo de plaguetas, a presenca de leucocitos e a
formacao de malha de fibrina. Essa classificacdo aponta para quatro tipos de PRP, a

saber:

(1) o PRP puro (P-PRP): produtos obtidos por aférese;
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(2) o PRP rico em leucdécitos: produtos obtidos por centrifugacdo dupla;
(3) a fibrina rica em plaquetas pura (L-PRF);
(4) e afibrina rica em plaquetas rica em leucocitos.

Embora a aplicacao desses protocolos deva ser realizada com cautela, levando
em consideracdo uma série de detalhes (MESSORA et al., 2009), o fato é que a a-
plicacdo do PRP vem sendo realizada, com resultados promissores, ainda que em
estudos experimentais, casos aneddticos ou em pequenas amostras humanas, em

diferentes campos da Medicina.

A principio, seu uso estava focado na otimizacéo das cicatrizacbes 0sseas ou
da osteogénese ou para potencializar a cicatrizacdo dos tecidos moles nas cirurgias
bucomaxilofaciais (TAYAPONGSAK et al., 1994; MARX et al., 1998; MAN et al.,
2001; KIM et al.,, 2002). Logo foi ampliado para as cirurgias plasticas estéticas
(BHANOT,; ALEX, 2002; EPPLEY et al., 2006), para as cirurgias oftalmolégicas
(MANDEL, 1992; GEHRING et al., 1999), para as cirurgias ortopédicas (SANCHEZ
et al.,, 2003; CARREON et al., 2005; EVERTS et al., 2006; GARDNER et al., 2007,
GALASSO et al., 2008; ALMEIDA, 2011), e para a cirurgia geral (DELROSSI et al.,
1990; HIRAMATSU et al., 2002; AGHALOO et al., 2005; SERRAINO et al., 2013).

No campo da Ortopedia, que é o interesse central deste estudo, o uso clinico
do PRP pode ser agrupado, segundo Foster et al. (2009), em quatro categorias dis-

tintas, conforme apresentadas e fundamentadas no Quadro 1.

Dentre as categorias postuladas por Foster et al. (2009) o interesse do presen-
te estudo recai sobre as lesbes musculares, em especial as decorrentes de impacto,
atualmente bastante frequentes na prética esportiva, tanto de forma amadora quanto

profissional.
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Quadro 1 — Principais aplica¢6es clinicas do PRP no campo da Ortopedia.

Categorias / Diagnosticos / Referéncias

Tendinopatias crénicas

- Epicondilite lateral do cotovelo (EDWARDS; CALANDRUCCIO, 2003; MISHRA; PAVELKO, 2006; TAYLOR;
HANNAFIN, 2012).

- Ruptura do tendo calcaneo (ALFREDSON; LORENTZON, 2000; SANCHEZ et al., 2007; SCHEPULL et al.,
2001; FERRERO et al., 2012).

- Tendinopatia patelar (TAYLOR et al., 2002; KAJIKAWA et al., 2008; KAUX et al., 2013).

- Fasceite plantar (BARRET; ERREDGE, 2004).

Lesdes ligamentares agudas (NIN et al., 2009; FOSTER et al., 2009).

Suporte intra-operatdrio

- Artroplastia total de joelho (BERGHOFF et al., 2006; GARDNER et al., 2007).

- Reconstrucéo do ligamento cruzado anterior (MURRAY et al., 2007).

- Reparo do tend&o calcaneo (SANCHEZ et al., 2007).

- Reparo do manguito rotador (GAMRADT et al., 2007; RANDELLI et al., 2008).

- Reparo da cartilagem articular (BENNETT; SCHULZ, 1993; AKEDA et al., 2006; CUGAT et al., 2006).

LesBes musculares (WRIGHT-CARPENTER et al., 2004; HAMMOND et al., 2010).

2.2 Lesdes musculares

Lesdo muscular é definida como qualquer alteracdo morfologica ou histoquimi-
ca em tecido mole que acarreta disfuncédo do aparelho locomotor (CLEBIS; NATALLI,
2001). Pode ser atraumatica ou traumatica e, nesse caso, pode ser causada por

trauma direto ou indireto, conforme ilustra a Figura 1.

O estiramento (ou distensdo) muscular, causado por trauma indireto, é definido
como um rompimento parcial ou completo de fibras ou feixes musculares, ocasiona-
do por esfor¢o extremo realizado por determinado musculo. Também ha rompimento
dos capilares sanguineos, com consequente infiltracdo de sangue no sitio da lesédo
que, por sua vez, resulta em formagdo de um coagulo. A contusdo muscular, por

outro lado, é considerada uma lesdo traumatica aguda, geralmente ocorrida nos

membros inferiores, que resulta de um trauma direto aos tecidos moles, causando dor
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LESOES MUSCULARES

Atraumaticas Traumaticas
Céibra Traumas Traumas
Dor muscular tardia diretos indiretos
Contusdes Isquemia
Laceracbes Denervacéo
(totais ou parciais) Estiramentos

Figura 1 — Diagrama representativo da classificacdo das lesdes musculares (HUAR-
Det al., 2002; JARVINEN et al., 2005; HAMMOND et al., 2010).

e promovendo a formacdo de edema. Dependendo do impacto desse trauma, a con-
tusdo pode ser leve ou pode estar acompanhada de infiltracdo de sangue importante
nos tecidos circundantes, podendo ocasionar equimose ou, em casos mais graves, a
sindrome compartimental (HUARDet al., 2002; JARVINEN et al., 2005).

Nas distensfes, a dor decorrente da ruptura dos feixes € imediata e impossibili-
ta a continuidade do movimento, razao pela qual € mais facilmente reconhecida do
gue as contusdes. Ja a presenca de edema evidente ou de equimose distal a lesédo
torna o diagnostico da contusdo muscular mais facil. De toda forma, o diagnéstico da
lesdo muscular deve considerar histéria clinica detalhada do trauma, exame fisico
com a inspecdao e palpacdo dos musculos envolvidos, e testes de funcdo com e sem
resisténcia externa (FERNANDES et al., 2009). O exame ultrassonografico tem sido
recomendado como o método de escolha para a confirmacéo e a graduacao da le-
sdo muscular (ASPELIN et al., 1992). A ressonancia magnética possui boa sensibili-
dade para edemas, tamanho do hematoma e avaliagdo de desinser¢cdes musculo-

tendineas, embora seja um exame estatico (FERNANDES et al., 2009).

As lesBes musculares podem ocorrer em qualquer pessoa durante a realizagcéao
de tarefas motoras, mesmo as mais rotineiras. No entanto, ocorrem mais frequente-
mente na pratica de esportes, atingindo, especialmente, atletas profissionais. Essas

lesBes representam até 50% de todas as lesbes ocorridas em eventos esportivos,
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90% delas se caracterizam por estiramentos ou contusdes (ORCHARD, 2001; VER-
RALL et al., 2001), e geralmente afetam a juncdo miotendinea de musculos superfi-
ciais que cruzam duas articulagbes, como os musculos reto femoral, semitendineo e
gastrocnémio (JARVINEN et al., 2007).

O tratamento dessas lesfes se torna, portanto, ponto de relevancia, no sentido
de acelerar o retorno do atleta ao desempenho de sua profissdo. Esse tratamento
visa, sobretudo, o reparo ideal dos tecidos moles lesionados, diferentemente do que
ocorre com lesGes Osseas, em que se deve promover a regeneracdo do tecido 0s-
seo comprometido (FERNANDES et al., 2009).

Nesse sentido, ha que se entender a sequéncia de eventos envolvidos na cica-
trizacdo muscular, que ocorre em trés fases ja bem estabelecidas, a saber: destrui-
cao, reparo e remodelacdo (KALIMO et al., 1997). A fase de destruicdo € caracteri-
zada pela formacdo de hematoma, necrose do tecido muscular (miofibrilas) e prolife-
racao de células inflamatérias; a fase de reparo envolve a fagocitose do tecido ne-
crosado, o reparo do musculo estriado, a produc¢do de tecido cicatricial conectivo, e
a neoformacdo vascular; a fase de regeneracao € o periodo em que ha a maturagéo
das miofibrilas regeneradas, a reorganizacao do tecido cicatricial e a recuperacéo da
capacidade funcional muscular (MENETREY et al., 2000; FERNANDES; PEDRI-
NELLI, 2011).

O reparo das fibras musculares inicia com a ativacao das células-satélite, ou
seja, as células miogénicas precursoras localizadas entre a lamina basal e a mem-
brana plasmatica de cada fibra muscular, que proliferam e se diferenciam em miotu-
bulos multinucleados e, eventualmente, em miofibrilas. Muitos desses mioblastos
tém a capacidade de se fundir com as miofibrilas necréticas existentes e, assim, pre-
venir a degeneracdo completas das fibras musculares (HUARD et al., 1994). Os fi-
broblastos, simultaneamente, invadem o hematoma e comecam a produzir matriz
extracelular para regenerar a estrutura do tecido conectivo, de modo que o local da
lesé@o incorpore desde logo esse tecido de granulagcéo, o que permite que o0 membro
comprometido possa ser usado antes que o processo de regeneracdo se complete
(LEHTO et al., 1985).

Em lesdes musculares mais extensas, eventualmente a proliferacdo dos fibro-
blastos pode, rapidamente, resultar em formagé&o excessiva de tecido de cicatrizagao

denso, o que impede o reparo do musculo e, consequentemente, a recuperacéo
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completa da lesdo (HURME et al., 1991), em qualquer de suas possiveis formas
(distensao, contusédo ou laceracdo) (MENETREY et al., 1999).

A restauracdo do suprimento vascular constitui processo vital para a boa rege-
neracdo do musculo lesionado. Também é pré-requisito para a recuperacdo morfo-

l6gica e funcional da area comprometida (JARVINEN et al., 2007).

Acredita-se que, durante o reparo muscular, as células-satélite sejam ativadas
por substancias tréficas liberadas pelo musculo lesionado, e também tem sido de-
monstrado que diferentes fatores de crescimento liberados pela ativacdo imediata
das plaguetas no momento do trauma estdo envolvidos nas diferentes respostas da
lesdo muscular (CHAMBERS; McDERMOTT, 1996). Ha dados sugestivos de que
cada fator de crescimento desempenhe um papel especifico no reparo muscular e
que, portanto, diferentes fatores de crescimento podem aperfeicoar a cicatrizacao
muscular (JENNISCHE, 1989; ANDERSON et al., 1991; MENETREY et al., 2000).

O tratamento clinico convencional da fase aguda das les6es musculares inclui
protecdo e repouso, crioterapia, compressao e elevacao, procedimentos conhecidos
como o principio PRICE (sigla em inglés para representar protection, rest, i-
ce,compression and elevation). Basicamente, o repouso logo apés o trauma direto
previne a retracdo muscular tardia ou a formacdo de uma falha muscular maior em
decorréncia de promover a reduc¢do do tamanho do hematoma e da quantidade de
tecido conectivo cicatricial (JARVINEN; LEHTO, 1993).

O uso precoce de gelo, por sua vez, parece estar significativamente associado
com hematomas menores, processo de inflamag¢do menos intenso e regeneragao
mais rapida (HURME et al., 1993). A compressdo associada ao uso do gelo reduz
tanto a temperatura quanto o fluxo sanguineo intramuscular (THORSON et al.,
1987). Por fim, a elevagdo do membro lesionado resulta na diminuigdo da presséo
hidrostética e na consequente reducdo de liquido no espaco intersticial (FERNAN-
DES; PEDRINELLI, 2011).

O uso por curto periodo de tempo de anti-inflamatérios ndo hormonais (CO-
PLAND et al., 2009) ou de medicacdes corticosteroides (KENNEDY; WILLIS, 1976)
também tem sido recomendado. Os anti-inflamatérios ndo hormonais parecem redu-
zir a reacdo inflamatoria celular em fase precoce da recuperagédo da lesdo, sem in-

terferir no processo de cicatrizacdo (ja que ndo retarda a ativagdo das células-
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satélite nem a formacdo dos miotubulos), na forca ténsil ou na contragdo muscular
(THORSSON et al., 1998).

Todavia, além de serem procedimentos cujas evidéncias cientificas ndo séo so-
lidamente conclusivas, o tempo minimo para retorno ao exercicio de esportes é de
seis semanas, havendo casos em que esse retorno chega a ser, inclusive, impossi-
vel (WRIGHT-CARPENTER et al., 2004). Nesse sentido € que se busca por novas
modalidades terapéuticas que otimizem o0 reparo muscular e, consequentemente,

reduzam o tempo de tratamento para retorno as atividades esportivas.

A partir das evidéncias sobre o papel positivo de fatores de crescimento na ci-
catrizacdo muscular, sobre a liberacdo desses fatores pelas plaquetas, sobre a pre-
senca desses fatores de crescimento no PRP, e sobre os efeitos desse produto au-
télogo no processo de cicatrizagcdo, muitos estudos vém relatando os efeitos do PRP

no reparo das lesdes musculares.

2.3 0 uso do PRP em lesbes musculares

Injecéo intralesional de soro aut6logo em casos de lesbes musculares foi rela-
tada pela primeira vez com mais consisténcia em 2004, por Wright-Carpenter et al.
Esses autores criaram modelo experimental de contusdo no muasculo gastrochnémio
de ratos. Injecdes de soro autélogo foram administradas a essas les6es duas, 24 ou
48 horas apo0s a lesao, e resultaram em ativacdo acelerada de células-satélite e em
aumento de diametro das miofibras em regeneracdo. Posteriormente, 0S mesmos
autores realizaram estudo-piloto em que trataram lesdes musculares de atletas com
injecdes intralesionais de soro autélogo e observaram reducédo de 30% (equivalente
a seis dias) no tempo de retorno as suas atividades esportivas. Esses efeitos foram
decorrentes, segundo os pesquisadores, da presenc¢a de niveis aumentados de fato-
res de crescimento (FGF-2, HGF e TGF-betal) detectados por ELISA.

Em 2005, Sanchez et al. observaram que lesdes musculares, também em atle-
tas, tratadas com PRP sob monitoramento ultrassonografico, mostraram regenera-

¢éao total na metade do tempo esperado.

A partir dessas observagbes, Hammond et al. (2010) desenvolveram modelo

animal (em ratos) de distensdo importante em masculo tibial anterior. Os ratos foram
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distribuidos em trés grupos de tratamento: inje¢é@o local de PRP, injecéo de plasma
pobre em plaquetas como um tratamento placebo, e sem tratamento. O tempo de
recuperacdo para a funcado contratil completa foi significativamente menor (14 dias)

nas lesdes tratadas com PRP do que nos outros dois grupos de tratamento (21 dias).

Também em 2009, Foster et al. realizaram ampla revisdo sistematica da litera-
tura sobre o uso do PRP em diferentes sitios tratados na area da Ortopedia e, em
relagdo especificamente as lesbes musculares, encontraram apenas quatro estudos
clinicos ndo randomizados sobre os efeitos do PRP na cicatrizagcdo muscular, o que
os levou a recomendar a realizacdo de estudos mais robustos para que se possa
compreender melhor os efeitos do PRP no tratamento desse tipo de lesdo. Também
relataram os efeitos deletérios do PRP nas lesGes musculares reportados por outros
autores, como a cicatrizacdo fibrotica que pode levar a um aumento na recorréncia

dessas lesoes.

Em 2012, Hamid et al. apresentaram protocolo do primeiro estudo clinico ran-
domizado e controlado a ser realizado em 28 atletas que venham a apresentar le-
sOes musculares grau 2 no dorso da coxa e que serdo tratados com injecdes de
PRP associadas com programa de reabilitacdo ou apenas com programa de reabili-
tacdo ao longo de 16 semanas. Os autores esperam que o0s resultados desse estudo

elucidem os efeitos reais do PRP nesse tipo e sitio de lesao.

Harris et al. (2012) administraram injec@es intramusculares de PRP em diferen-
tes tecidos moles sadios de coelhos. Na pata direita de cada coelho foi injetado PRP
(0,5 mL), e na pata contralateral foi injetado soro fisiologico. Exame histolégico das
amostras obtidas foi realizado ap6s duas semanas (seis coelhos), seis semanas
(seis coelhos) e 12 semanas (seis coelhos que receberam nova injecdo apds seis
semanas). No que tange ao musculo quadriceps, as patas que receberam PRP mos-
traram, apds duas semanas, presenca de trombose, necrose e deposicao de calcio;
apos seis e 12 semanas, 0s achados histolégicos evidenciaram infiltrado inflamatério
persistente, embora reduzido. Nas areas focais de tecido de cicatrizacao foram ob-
servados fibroblastos, formacao de colageno e neovascularizacéo. Os sitios que re-
ceberam soro fisiolégico ndo apresentaram qualquer reacdo em todos os trés mo-
mentos do estudo. Os autores concluiram que o PRP pode iniciar resposta inflama-

toria em tecidos moles normais, sem lesdo, em coelhos.
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Em outro estudo experimental, Gigante et al. (2012) produziram lesfes bilate-
rais no musculo longo dorsal de ratos. De um lado, a lesé&o foi tratada com Matriz de
Fibrina Rica em Plaguetas (PRFM); as lesdes do lado contralateral ndo receberam
tratamento. Os animais foram avaliados cinco, dez, 40 e 60 dias ap6s os procedi-
mentos. Analises histoldgica, imuno-histoquimica e histomorfométrica visaram a ava-
liagdo da regeneracdo muscular, neovascularizacao, fibrose e processo inflamatorio,
além da presenca de zonas metaplasicas, calcificacfes e ossificacdo heterotdpica.
Em comparacdo com os ratos-controle, aqueles cujas lesdes foram tratadas com
PRFM apresentaram melhor regeneracdo muscular, neovascularizacdo aumentada, e
leve reducéo de fibrose. Nao foram observadas diferencas no que tange ao processo

inflamatdrio, nem foram identificadas metaplasias, ossificacdes ou calcificacdes.

Estudo recente conduzido por Bubnov et al. (2013) comparou os efeitos do
uso do PRP guiado por ultrassonografia com os resultados do tratamento conven-
cional (PRICE) para les6es musculares agudas. Trinta atletas do sexo masculino,
com média de idade de 24 anos, que sofreram leses musculares locais foram inclu-
idos no estudo consecutivamente, e alocados em dois diferentes grupos: no primeiro
grupo, as lesdes foram tratadas com injecfes locais de PRP associadas com o tra-
tamento convencional; no segundo grupo, os atletas receberam apenas o tratamento
convencional. Todos foram avaliados com o mesmo protocolo no momento do pri-
meiro atendimento e, posteriormente, no primeiro dia apos o inicio dos procedimen-
tos terapéuticos e, a partir dai, a cada sete dias, até o 28° dia pés-tratamento. Foram
avaliados o nivel de dor (por escala visual andloga), a funcdo muscular de acordo
com o nivel de dor em flexao resistida, forca e amplitude do movimento, e a regene-
racdo do musculo lesionado, evidenciada, a ultrassonografia, com o desaparecimen-
to de areas ecdbicas, substituicdo do hematoma por tecido fibroso e aparecimento de

neovascularizacao.

Neste estudo de Bubnov et al. (2013), o alivio da dor foi significativamente maior
no grupo que recebeu PRP ao longo das quatro primeiras avaliagdes. A evolugao
fisica dos atletas que receberam PRP foi significativamente melhor no que tange a
forca e a amplitude do movimento nas avaliagfes realizadas no sétimo e no 14° dia
apos o inicio do tratamento. Na Ultima avaliacdo, ndo houve diferencas entre os gru-
pos com relacao a flexao resistida e a for¢ca, mas a amplitude do movimento se mos-

trou significativamente melhor também no grupo tratado com PRP. O retorno as ati-
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vidades esportivas foi possivel em cerca de 10 dias e 22 dias para os pacientes tra-
tados com e sem PRP, respectivamente. Esses resultados ratificaram os efeitos po-
sitivos do PRP no tratamento das lesdes musculares agudas nas variaveis avalia-

das.

Segundo informacdes publicadas por Wasterlain et al. (2013), injec6es de PRP
eram usadas em cerca de 86 mil atletas norte-americanos para o tratamento de le-
s@es agudas e crbnicas em tenddes, ligamentos e masculos. Em 2010, a Agéncia
Internacional Anti-Doping (WADA — World Anti-Doping Agency) proibiu o uso de inje-
cOes intramusculares de PRP para atletas de competicdo por acreditar que essas
inje¢cOes aumentariam a liberagéo de fatores de crescimento que estimulariam o de-
sempenho esportivo. Essa proibicdo, contudo, foi banida devido a falta de evidéncias
de efeitos ergogénicos sistémicos do PRP, embora fatores de crescimento acresci-

dos no PRP continuem proibidos.

Wasterlain et al. (2013) realizaram estudo laboratorial descritivo com 25 atletas
lesionados tratados com PRP rico em leucdcitos com o objetivo de quantificar os
efeitos ergogénicos sistémicos do PRP e de identificar marcadores moleculares para
deteccdo de atletas tratados com o produto. Para tanto, seis diferentes fatores de
crescimento monitorados pela WADA foram mensurados nesses atletas antes das
injecdes e 25 minutos, trés horas e diariamente ao longo de quatro dias apés o tra-
tamento. Os resultados do estudo evidenciaram possivel efeito ergogénico do PRP,
uma vez que os niveis séricos de IGF-1, VEGF e bFGF aumentaram significativa-
mente apds o tratamento. Foram observados niveis elevados de VEGF em todos 0s
pacientes apoés o tratamento, e em 88% deles esse aumento se manteve em todas
as avaliacdes, sugerindo esse fator de crescimento como um marcador molecular

sensivel para a identificacdo de atletas recém-tratados com injecdes de PRP.

O fato é que, apesar do uso indiscriminado do PRP em algumas comunidades
esportivas para tratamento clinico de lesbes musculares agudas, tanto os estudos
experimentais quanto os estudos clinicos ainda s&o controversos e inconclusivos.
Além disso, ainda néo estdo absolutamente claros os mecanismos de atuacao do
PRP na cicatrizacdo muscular, o que justifica a realizagdo deste estudo experimen-

tal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) homélogo no reparo de

lesGes musculares decorrentes de impacto induzido em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a deposicédo de colageno no processo de reparacao tecidual de lesdes
musculares contusas em ratos sob acdo de concentrado de plaquetas em sete e 21

dias.

Realizar analise morfolégica microscépica qualitativa do processo de reparagao
tecidual de lesées musculares induzidas em ratos sob acdo do concentrado de pla-

guetas em sete e 21 dias.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Procedimentos éticos

A realizacdo deste estudo foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de A-
nimais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sob o protocolo
334/2011 (Anexo 1).

4.2 Amostra

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Fisiologia Animal da UFMS, no
periodo de abril a julho de 2012. Foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus), machos, isogénicos, com 12 semanas de idade e peso médio de 320+20

gramas, de linhagem EPM-1, originarios do Biotério Central da (UFMS).

Inicialmente, ao longo de 30 dias, os animais foram submetidos a periodo de
adaptacdo e ganho de peso, durante o qual foram mantidos em caixas-padrao para

cinco animais, feitas de polipropileno e com tampa metdlica galvanizada (Figura 2).

O ambiente foi climatizado com temperatura de 22+3°C, iluminagdo artificial
com ciclos claro/escuro de 12 horas, e umidade do ar de 56+13%. Os animais eram
alimentados com racao Nuvilab® CR1 (Nuvital Alimentos e Produtos Veterinarios

Ltda®, Curitiba, PR, Brasil) e agua filtrada a vontade.
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Figura 2 — Imagem fotogréfica das caixas-padréo para cinco animais,
feitas em polipropileno e com tampa metélica galvanizada,

mantidas em ambiente devidamente climatizado.

4.3 Diviséo dos grupos

Os animais foram alocados aleatoriamente em quatro grupos:
Grupo 1: cinco ratos submetidos a coleta de sangue para o preparo do PRP;

Grupo 2: patas esquerdas de 24 ratos cujas lesdes musculares foram tratadas
com soro fisiolégico (SF) 0,9%.
Grupo 3: patas direitas de 24 ratos cujas lesbes musculares foram tratadas

com PRP.

Grupo 4: patas direitas e esquerdas (12 patas) de seis ratos cujas lesdes mus-

culares nao foram tratadas.

4.4 Protocolo para producéo da lesdo experimental

Foram utilizados o0 mesmo aparelho e a mesma técnica para producéo da leséo
experimental descritos por Nogueira (2012), em Dissertacdo de Mestrado apresen-
tada ao Programa de Pds-graduacdo em Salde e Desenvolvimento na Regidao Cen-
tro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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Para a realizacao da lesdo muscular, utilizou-se aparelho desenvolvido por Se-
ne (2005), o qual consiste em duas hastes metalicas telescopadas ajustaveis, pelas
quais é possivel graduar a altura de 30cm, e uma base plastica com area de 272,5
cm? (Figura 3). Sobre essa base, foi acoplada uma superficie metélica retangular
com area de 12,25 cm?, que serviu de apoio para a queda do peso e fixacéo da pata
traseira do animal em local demarcado, centrando o peso na regido central da pata.

Figura 3 — Imagem fotografica do aparelho proposto por Sene (2005)

para producao de leséo muscular em animais.

Na parte superior final das hastes metélicas, foi fixada uma estrutura metalica
gue proporciona estabilidade, bem como suporta uma roldana pela qual um fio-guia
fixa 0 peso a ser liberado. Foi confeccionado, em acrilico transparente, um guia en-
tre as hastes para conduzir o peso durante a queda livre de 30 cm de altura, evitan-

do desvios e oscilagbes do peso.

Os animais foram previamente anestesiados com cloridrato de cetamina (60
mg/kg) e xilazina (15 mg/kg).
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O aparelho para producédo da leséo por impacto foi fixado, por meio de gram-
pos, a mesa cirurgica, como forma de estabilizacdo, de modo a evitar que ocorresse

qualquer oscilacdo na queda do peso.

Para que a lesdo por impacto ocorresse sempre ha mesma regiao, a carga libe-
rada de uma altura de 30 cm foi conduzida pelo guia em acrilico e por um fio fixado
diretamente sobre o peso langcado centralmente por meio de uma roldana posiciona-

da nas hastes do equipamento (Figura 4).

Figura 4 — Imagem fotografica do posicionamento da carga liberada

sobre cada membro dos animais.

Os animais foram submetidos a um unico trauma em cada membro, no terco
meédio do ventre muscular do masculo gastrocnémico, e separados de acordo com o

grupo experimental de que fariam parte.

Os 24 animais cujas patas formaram os Grupos2 e 3 sofreram lesdo contusa
nas patas traseiras.Na regido central posterior das patas esquerdas, foi administrado
0,1 ml de SF a 0,9% e, nas patas direitas, 0,1 ml de PRP (Figura 5).
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Figura 5 — Imagens fotograficas da administracéo de SF e de PRP na regido

central posterior da pata esquerda e direita, respectivamente, dos

animais.

4.5 Preparo e aplicacao do PRP

Por meio de puncao cardiaca realizada com agulha de 0,70 x 25mm, marca BD
(22gX1”), acoplada a uma seringa descartavel de 20 ml Viet Jet® (Labor Import Co-
mércio, Importacdo e Exportacdo Ltda., Osasco, SP, Brasil) contendo 1mL de citrato
de sédio a 10% (Bioclin®, Quibasa Ltda., Lote 0067/2011), foram obtidas quatro a-
mostras contendo 8 ml de sangue com anticoagulante, dos cinco ratos que compu-

seram o Grupo 1 (Figura 6).

O sangue anticoagulado foi imediatamente submetido a contagem de células

em aparelho automatizado Sysmex XE-2100D.

As quantidades médias de plaguetas contadas nas quatro amostras de sangue
extraidas dos cinco ratos para preparo do PRP estdo apresentadas na Tabela 1,
considerando o sangue antes do preparo, o plasma rico em plaquetas e o plasma

pobre em plaquetas.
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Figura 6 — Imagem fotografica da puncéo cardiaca realizada para
obtencdo de quatro amostras contendo 8 ml de sangue
dos cinco ratos que compuseram o Grupo 1, para pre-
paro do PRP.

Tabela 1 — Quantificacdo de plaquetas (10"3/uL) observada nas quatro amostras de

sangue extraidas de cinco ratos para o preparo do PRP.

Amostras
1 2 3 4
Sangue antes do preparo 236 214 250 249
Plasma rico em plaquetas 1.195 808 928 1.145
Plasma pobre em plaguetas 148 141 138 182

Posteriormente, as amostras de sangue foram submetidas a centrifugagdo em
centrifuga eletrénica com controle de temperatura modelo Sigma 4K15. A centrifu-
gacdo ocorreu em duas fases: na primeira, com 20 minutos de duracdo, os quatro

tubos foram submetidos a centrifugacao de 200g (991 rpm) a 22°C.

O preparado obtido apresentou coluna de liquido com duas fracbes predomi-
nantes: o plasma sobrenadante e concentrado de hemacias ao fundo, separadas por
um creme leucocitario (Figura 7A). Com pipeta milimétrica de 500uL, aspirou-se todo
o plasma, que foi separado em quatro novos tubos de ensaio, e submetido a nova
centrifugacéo, agora por 10 minutos a 400g (1.400 rpm) e 22°C.
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Do segundo preparado, eliminou-se a porgéo sobrenadante, de forma que res-
tasse apenas aproximadamente 1mL do centrifugado de maior peso (Figura 7B),
sendo essa fracdo a que denominamos de PRP ou concentrado de plaquetas. O

PRP homogeneizado foi submetido a hova contagem automatizada de células.

Figura 7 — (A) Preparado apresentando coluna de liquido com duas fragbes
predominantes: o plasma sobrenadante e concentrado de hema-
cias ao fundo, separadas por um creme leucocitério. (B) Apos eli-
minacdo da porcado sobrenadante, preparado contendo apenas

aproximadamente 1mL do centrifugado de maior peso (PRP).

4.6 Eutanésia

Apés a coleta de sangue (Grupo 1) e dos periodos de sete e 21 dias apés a le-
sao escolhidos para avaliacdo (Grupos 2, 3 e 4), os animais sofreram eutanasia por
meio de injecdo letal com a associacdo de solucdo injetavel de cloridrato de S(+)
cetamina (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Campinas, SP), tio-
pental sodico (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Campinas, SP) e
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pé estéril diluido em solucdo fisiolégica de cloreto de sodio a 0,9% em concentracao
de 100mg/ml.

ApoOs a disseccao e coleta do musculo para analise, o descarte dos animais foi

feito por incineracdo em ambiente apropriado.

4.7 Formas e periodos de avaliacdo

O gastrocnémio de cada animal foi retirado por meio de incisdo posterior nas
patas traseiras dos animais posicionados em decubito ventral, com disseccdo romba
de pele e tecidos moles. A integridade do musculo foi preservada mantendo a ori-
gem e a insercao (fémur-musculo-calcaneo). Fixadas com alfinetes em superficie
sélida e acondicionadas em formaldeido a 10% (Figura 8), as pecas foram enviadas

para analise histoldgica.

Figura 8 — Imagem fotografica de amostra do gastrocnémio integro
fixada em superficie sélida e acondicionada em formal-

deido a 10% para analise histolégica.
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4.8 Analise histoldgica

Os segmentos enviados a analise histologica receberam tratamento rotineiro
com desidratacao progressiva em alcool, inclusdo em blocos de parafina, corte sagi-
tal e longitudinal de 5um em micrétomo no ter¢o central do ventre muscular, e as

|laminas foram coradas com Picrosirius Red e Hematoxilina-Eosina (HE).

O exame das caracteristicas histologicas e da quantidade de colageno foi reali-
zado no Laboratorio de Toxicologia e Plantas Medicinais da Universidade Anhangue-

ra — Uniderp.

Com o uso de microscopio Optico acoplado a computador, as imagens das la-
minas foram digitalizadas e capturadas pelo sistema de processamento e analise de
imagens ImageLab”™ (Figura 9). Esse sistema foi desenvolvido para analises morfo-
métricas e subtracdo de imagens, e pode ser utilizado para espécimes de escala
macroscopica e microscopica. Possui varios sistemas de conversdo de unidades,
filtros de correcdo de imagens, inumeros formatos de exportacdo e comunicacao

com outros programas.

Figura 9 — Microscépio éptico acoplado a computador em uso do sis-
tema de processamento e andlise de imagens Image-
Lab™,

O sistema apresenta, na tela do computador, a imagem original digitalizada a
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partir da lamina histolégica e, ao lado, trés histogramas de frequéncia das intensida-
des R (vermelho), G (verde) e B (azul) da imagem. A partir da representacéo desses
histogramas, o sistema calcula as quantificacfes desejadas, e todos os dados relati-
VoS a esses calculos sao apresentados em planilha prépria do programa, a qual po-

de ser convertida para planilha do Microsoft Office Excel 4.0.

4.9 Andlise estatistica

As medidas das variaveis numeéricas foram expressas em meédias + desvios-
padrdao. As comparagdes intragrupos foram feitas com a aplicacdo do Teste t de
Student nas amostras de distribuicdo normal e do Teste de Wilcoxon nas distribui-
¢bes ndo normais. As andlises intergrupos foram realizadas com Analise de Varian-
cia (ANOVA) epost hocTest de Tukey nas amostras de distribuicdo normal, e com a
aplicacéo do teste de Kruskal-Wallise post hoc Test de Dunns nas amostras de dis-
tribuicdo ndo normal. A normalidade dos grupos foi avaliada com a aplicacdo do
Teste de Shapiro-Wilk. Adotou-se valor de p<0,05 para determinacdo do nivel de

significancia das diferencas encontradas.

Os dados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Office Excel
(2010), e a normalidade das amostras foram avaliadas com o programa Bioestat 5.0.
Os calculos para comparacdo dos dados e a elaboracdo dos graficos foram realiza-

dos com o programa GraphPad Prism 4.0.



41

5 RESULTADOS

5.1 Quantificacao de fibras colagenas

Os valores médios (e desvios-padréo) da quantidade de fibras colagenas de
cada grupo em cada periodo de avaliacéo (sete e 21 dias), totalizando 60 patas ava-

liadas, encontram-se calculados na Tabela 2.

Tabela 2 — Médias (e desvios-padréao) da quantificacdo de fibras colagenas observa-
das nas patas dos ratos-controle e dos ratos que receberam PRP e SF,
sete e 21 dias apoés a lesdo muscular. Campo Grande, MS, 2013.

Grupo-controle PRP SF
n=12 n=24 n=24
sete dias 34,44+46,65 30,69+4,99 35,3545,19
21 dias 38,29+6,58 38,52+6,47 35,02+6,73

Na analise intragrupos, qguando comparadas as contagens realizadas no sétimo e
no 21° dia apds a lesdo, ndo houve diferenca nas quantidades médias de fibras colage-
nas no grupo-controle (p = 0,094) nem no grupo de ratos que recebeu SF (p = 0,817),
conforme ilustra a Figura 10-A,C. Por outro lado, a quantidade de colageno observada
21 dias ap6s a lesao foi significativamente maior (p = 0,00021) do que aquela observa-

da sete dias apés a lesédo no grupo de ratos que recebeu PRP (Figura 10-B).

Na analise intergrupos, na contagem realizada sete dias apos a leséo, a quan-
tidade média de fibras colagenas se mostrou significativamente menor (p = 0,014)
nos ratos tratados com PRP em comparagdo aos tratados com SF, mas ndo em
comparacao ao grupo-controle. Ja& na contagem realizada 21 dias apés a leséo, ndo
houve diferenca entre os grupos com relacdo a quantidade média de fibras colage-

nas (Figura 11).
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5.2 Achados morfoldgicos

Uma sintese dos achados morfolégicos nos dois momentos de avaliagdo do es-

tudo se encontra no Quadro 2.

Aos sete dias,observou-se presenca de macréfagos pontuais no tecido

intersticial do muasculo esquelético no grupo-controle. As fibras musculares nesse

periodo se mostravam com aspecto normal. Observou-se, ainda, aparecimento de
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mioblastos entre as fibras musculares (Figura 12). No mesmo periodo de sete dias,
observou-se, no grupo de ratos tratados com PRP,evidente processo inflamatoério
por mononucleares, hemacias com aspecto normal e aparecimento de miotubos
entre as fibras musculares (Figura 13). Ja nos ratos tratados com SF, observaram-se

miotubos, macrofagos e hemacias com aspecto normal (Figura 14).

Aos 21 dias, as fibras musculares e 0s vasos sanguineos ja apresentaram
aspecto normal do tecido em ratos-controle e em ratos tratados com PRP (Figuras
15 e 16). Nos ratos tratados com SF, observaram-se focos de macréfagos e alguma

formacéo de miotubos (Figura 17).

Quadro 2 — Sintese dos achados morfolégicos nos dois momentos de avaliacdo do

estudo.
Lesdes Sete dias 21 dias
Controle - Macréfagos pontuais - Fibras musculares com aspecto normal
- Fibras musculares com aspecto normal - Vasos sanguineos

- Mioblastos entre fibras musculares
Tratadas - Evidente processo inflamatério por mo- - Fibras musculares com aspecto normal
com PRP nonucleares - Vasos sanguineos
- Hemacias com aspecto normal
- Miotubos entre fibras musculares
Tratadas - Miotubos - Focos de macrofagos
com SF - Macréfagos - Alguma formacédo de miotubos

- Hemacias com aspecto normal
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Figura 12 — Fotomicrografia de amostras do grupo-controle aos sete dias.

Observam-se macrofagos (setas), fibra muscular em corte lon-
gitudinal (fml), mioblastos (mi) e vasos sanguineos (vs).
HE/200x.



Figura 13 — Fotomicrografia de ratos tratados com PRP aos sete dias. Ob-

serva-se processo inflamatério por mononucleares (setas gros-
sas), fibra muscular em corte transversal (fm), fibra muscular
em corte longitudinal (fml), miotubos (setas finas), vasos san-
guineos (vs), células adiposas (ca) e tecido conjuntivo (tc).
HE/200x.
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Figura 14 — Fotomicrografia de ratos tratados com SF aos sete dias. Obser-
va-se fibra muscular em corte longitudinal (fml) e transversal
(fm), miotubos (setas finas), macréfagos (seta grossa) e vasos

sanguineos (vs). HE/200x.
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Figura 15 — Fotomicrografia de ratos-controle aos 21 dias. Observa-se fibra

muscular em corte longitudinal (fml), ndcleos das fibras muscu-

lares (setas) e vasos sanguineos (vs). HE/200x.
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Figura 16 —Fotomicrografia de ratos tratados com PRP aos 21 dias. Obser-

vam-se nucleos (n), fibra muscular em corte transversal (fm), fi-

bra muscular em corte longitudinal (fml) e vasos sanguineos
(vs). HE/200x.



Figura 17 — Fotomicrografia de ratos tratados com SF aos 21 dias. Observa-

se processo inflamatdrio por mononucleares (setas finas), fibra
muscular em corte transversal (fm) e em corte longitudinal (fml),
vasos sanguineos (vs), tecido conjuntivo (tc) e miotubos (setas
grossas). HE/200x.

49
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6 DISCUSSAO

Ha evidéncias de que fatores de crescimento exercem papel fundamental no
processo de cicatrizagdo dos tecidos (LYNCH et al., 1991); no entanto, além do uso
isolado de muitos fatores de crescimento ainda ser impossivel na pratica clinica, ndo
estdo completamente esclarecidos os mecanismos de acdo de todos os diferentes
fatores nesse processo. A partir do conhecimento de que os granulos-alfa das pla-
guetas concentram grande quantidade de fatores de crescimento especificos, como
o PDGF e o TGF-beta, Marx et al. (1998) propuseram técnica para a obtencdo de
altas concentracfes de fatores de crescimento, por meio do preparo de PRP autdlo-
go. Essa técnica consiste, basicamente, no sequestro e na concentracdo de plaque-
tas do plasma sanguineo, resultando em produto a ser aplicado na area da lesdo em
cicatrizacdo (MESSORA et al., 2009).

Apesar do uso disseminado de PRP no tratamento de lesGes musculares de a-
tletas e de alguns estudos terem demonstrado que o PRP pode abreviar o tempo de
retorno as atividades esportistas apos a lesdo (WRIGHT-CARPENTER et al., 2004,
SANCHEZ et al., 2005; BUBNOV et al., 2013), o fato € que ainda ha poucos estudos
experimentais voltados para a padronizacdo do que é o PRP e para a compreensao
dos mecanismos envolvidos no uso do PRP, especificamente em lesdes muscula-
res, motivo pelo qual poucas sao as evidéncias passiveis de serem discutidas a par-
tir dos resultados deste trabalho. De toda forma, em modelo experimental de contu-
sdo também no musculo gastrocnémio de ratos, em cujas lesdes foi injetado soro
autdlogo rico em plaquetas, Wright-Carpenter et al. (2004) observaram a ativacao
acelerada de células-satélite apés 30 a 48 horas da lesdo e 0 aumento de diametro
das miofibras em regeneracao na primeira semana apos a lesdo. Os autores obser-
varam, ainda, concentragdes aumentadas de FGF-2 (460%) e de TGF-betal (82%)
ao ELISA, e sugeriram que poderiam, pelo menos parcialmente, ter sido responsa-
veis pela regeneracao acelerada, devido as suas caracteristicas proliferativas e qui-

miotaticas.

Em distensfes importantes produzidas em musculo tibial anterior de ratos e tra-

tadas com PRP ou placebo, Hammond et al. (2009) observaram tempo de regenera-
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¢édo muscular significativamente menor no grupo tratado com PRP, e sugeriram que
a aceleracado da miogénese provavelmente seja 0 mecanismo responsavel por esse
efeito do PRP, devido as concentracdes mais altas de diferentes fatores de cresci-

mento contidas no produto.

Harris et al. (2009) injetaram PRP ou SF em diferentes tecidos musculares de
coelhos sadios (sem lesfes), cujas amostras foram histologicamente avaliadas duas,
seis e 12 semanas apods o procedimento. Observaram, apds seis e 12 semanas, infil-
trado inflamatorio persistente, embora decrescente nos sitios que receberam PRP,
mas nao nos que receberam SF. Do mesmo modo, apenas nas areas focais de teci-
do de cicatrizacdo das patas que receberam PRP, observaram fibroblastos, forma-
cdo de colageno e neovascularizagdo, o que nao foi observado em nenhum sitio em
gue se aplicou SF. Os autores concluiram que o PRP promoveu resposta inflamato-
ria em tecidos moles normais de coelho, assertiva que sustenta a tese defendida
neste estudo de que o PRP promova, inicialmente, a intensificagdo de processo in-

flamatoério em lesdes musculares.

Por outro lado, Gigante et al. (2012) n&o observaram quaisquer diferencas rela-
tivas ao processo inflamatério quando comparadas lesGes produzidas no musculo
longo de ratos tratadas com PRP e ndo tratadas, embora, nas lesfes tratadas, tenha
se observado melhor regeneracdo muscular, neovascularizacdo aumentada e leve

reducao de fibrose.

Deve-se ressaltar que as concentracfes de diferentes fatores de crescimento
no PRP obtido de diferentes espécies (ratos, coelhos, ovelhas e humanos) apresen-
tam variacao significativa, o que influencia diretamente tanto estudos experimentais
guanto ensaios clinicos (van den Dolder et al., 2006). Dai a necessidade de protoco-
los padronizados para que se amplie, de fato, o conhecimento sobre os efeitos do

PRP no tratamento de lesdes musculares.

O uso do PRP para a regeneracdo de 0ssos e tecidos moles vem sendo foco
da atencéo de clinicos e pesquisadores, assim como vem sendo relatada a sua apli-
cacao em diferentes especialidades cirurgicas. A facilidade de uso na pratica clinica
associada tanto com resultados aparentemente benéficos no que tange a regenera-
cdo Ossea, a reducdo de sangramento e a rapida cicatrizacdo do tecido, quanto ao
fato de ser um produto autélogo faz do PRP alvo de amplo interesse. Neste estudo,

o interesse foi focado no uso do PRP em lesdes musculares.
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Desde a técnica inicialmente proposta para producdo de PRP autdlogo, cujo
método de separacdo celular descontinua exigia grande quantidade de sangue, di-
versos protocolos propostos vém contribuindo para a evolucdo da técnica original,
incluindo necessidade de menor quantidade de sangue, uso de centrifugas de ban-
cada, baixo custo e menor tempo de producéo, facilidade de aplicacdo em ambiente
ambulatorial, e menor estresse sobre o sistema cardiovascular do paciente (MES-
SORA et al., 2009). Os protocolos aparentemente mais seguros e eficazes se refe-
rem as técnicas de dupla centrifugacdo (SONNLEITNER et al., 2000), adotada para

a realizagao do presente estudo.

Alguns estudos demonstraram que concentracdes de plaquetas 338% maiores
do que as normalmente encontradas no sangue potencializam a cicatrizacao de os-
so e de tecidos moles em seres humanos (WHITMAN et al., 1997; CAMARGO et al.,
2002; LEKOVIC et al., 2002; MARX, 2004). Outros autores defendem que os efeitos
esperados do PRP s serdo alcangcados quando as concentragcfes de plaquetas fo-
rem oito vezes maiores do que as concentracdes do sangue circulante. Neste estudo
experimental, nas quatro amostras de sangue extraido de cinco ratos para a produ-
cao de PRP, obtivemos concentragcdes médias de plaquetas cerca de quatro a cinco
vezes maiores do que as concentracdes observadas no sangue, conforme ilustra a

Figura 18.
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Figura 18 — Representacdo gréfica das concentracdes de plaguetas no
sangue circulante e no PRP das quatro amostras utilizadas

para a producdo do PRP.
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PRP assim produzido foi injetado em lesdes trauméaticas (contusdes) produzi-
das no terco médio do ventre muscular do gastrocnémio das patas traseiras direitas
de 24 ratos, enquanto as mesmas lesfes nas patas esquerdas foram tratadas com
SF a 0,9%. Os achados evidenciaram que, no grupo de lesdes tratadas com PRP, a
quantidade média de colageno se mostrou significativamente menor do que a dos
demais grupos (controle e tratamento com SF) na avaliacéo realizada no sétimo dia
apos a lesdo, mas que houve aumento significativo nessa quantidade de colageno
do sétimo para o 21° dia apOs a lesédo apenas no grupo de lesdes tratadas com PRP
que, nessa Ultima avaliacdo, mostraram quantidade média de colageno similar a dos

demais grupos.

Sabe-se que a degradacédo do colageno inicia precocemente e tem atividade in-
tensa no processo inflamatorio, evento que ocorre na primeira fase da cicatrizacao
(ROBSON et al., 2001). De fato, exceto nas lesdes tratadas com SF, foi observada
menor quantidade média de colageno na avaliacdo realizada no sétimo dia apés a
lesdo do que naquela realizada no 21° dia. No entanto, na primeira avaliacdo (sete
dias), a quantidade média de colageno foi significativamente menor nas lesdes tra-
tadas com PRP do que nas lesGes-controle e nas tratadas com SF. Esse achado
parece ratificar a tese levantada por Hammond et al. (2009), segundo a qual o pro-
cesso inflamatério seja provavelmente alterado na presenca de PRP, ora reduzindo
o periodo de inflamacéo da leséo, ora alterando a liberagéo de citocinas. Os resulta-
dos, entdo, permitem agregar nova hipétese a ser testada, sugerindo prolongamento
ou maior intensidade da fase inflamatéria e, por isso, degrada¢do mais intensa do
coldgeno na primeira fase da cicatrizacdo muscular. Todas essas hipoteses, porém,

carecem de estudos que as testem mais rigorosamente.

Por outro lado, nas fases de reparo e de remodelacao, a deposi¢cédo de colage-
no de maneira organizada e graduada é a caracteristica mais importante para que
haja equilibrio entre a lise da matriz celular antiga e a sintese da nova matriz, condi-
cao imprescindivel para o sucesso da regeneracdo do tecido muscular lesionado
(ROBSON et al., 2001). Além disso, o colageno inicialmente produzido é mais fino
do que o colageno do tecido saudavel; esse colageno inicial é, entdo, reabsorvido, e
um colageno mais espesso € produzido ao longo das linhas de tenséo, o qual se
correlaciona positivamente com o aumento da resisténcia ténsil (WITTE; BARBUL,

1997). Neste estudo, pode-se observar que a quantidade média de coladgeno aumen-
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tou significativamente do sétimo para o 21° dia apds a injecdo de PRP, o que ndo
ocorreu nas lesdes néo tratadas nem naquelas tratadas com SF. O aumento do co-
lageno do sétimo ao 21° dia nos animais que receberam o PRP parece ter auxiliado
no equilibrio degradacéo-deposicao de colageno, por mecanismos que precisam ser

elucidados.

Para facilitar a compreenséo dos resultados observados neste estudo, no Qua-
dro2 estdo sintetizados os achados morfolégicos. Nas lesdes tratadas com PRP, o
processo inflamatorio se mostrou mais evidente do que nos demais grupos do estu-
do na avaliacdo realizada sete dias apds o procedimento. Essa observacéo parece

ratificar que o PRP pode intensificar o processo inflamatorio.

Na avaliacdo final com 21 dias, os achados morfolégicos das lesdes-controle e
das lesbes tratadas com PRP foram semelhantes, indicando boa regeneragéo do
musculo lesionado em ambos os grupos. A administracdo de PRP parece nao ter
demonstrado diferencas nos aspectos morfolégicos com 21 dias, no final do proces-
so de reparo da lesdo muscular, quando comparada ao grupo-controle, j& que as
mesmas caracteristicas foram observadas nas lesdes néo tratadas. Por outro lado,
nas lesfes tratadas com SF, o tecido ainda ndo mostrava plena regeneracdao, com

fibras musculares ainda em formacdo e com auséncia de vascularizagao.

Essa analise descritiva morfolégica corrobora os achados quantitativos da de-
posicao de fibras coldgenas nas cicatrizes musculares, pois mostra que no grupo em
que fora aplicado soro fisioldgico apenas, ainda em 21 dias havia reacao inflamaté-
ria, enquanto nos outros dois grupos o tecido ja havia se recomposto totalmente,
sugerindo, talvez, uma melhor organizacao do processo de reparo muscular no gru-

po em que fora utilizado o PRP.

Neste estudo, a contribuicdo se limita a observacédo de que o PRP ativou signi-
ficativamente o processo inflamatdrio sete dias apds ser injetado em lesbées contu-
sas produzidas no musculo gastrocnémio de ratos, razao pela qual parece ter havido
maior degradacao de colageno nesse periodo. Por outro lado, resultou em aumento
significativo de colageno entre o sétimo e o0 21° dia apds o procedimento, sugerindo

uma completa restituicao tecidual.
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7 CONCLUSOES

A quantidade de colageno nas lesfes tratadas com PRP foi significativamente
menor do que a das demais lesdes na avaliacdo realizada sete dias ap6s o procedi-

mento, mas se equiparou a dos demais grupos na avaliacao realizada no 21° dia.

Houve aumento significativo na quantidade de colageno do sétimo para o 21°
dia ap6s o procedimento nas lesbes tratadas com PRP, o que ndo ocorreu nas le-

soOes tratadas de outra forma.

O processo inflamatdrio se mostrou mais intenso nas lesdes tratadas com PRP
em comparacao as lesdes dos outros grupos de tratamento na avaliacdo realizada
sete dias ap0s o procedimento; todavia, os aspectos morfolégicos dessas lesbes se

mostraram similares aos das lesdes nao tratadas 21 dias apds o procedimento.
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