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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Histérico do artigo: Objetivo: A necessidade de opgOes terapéuticas para lesoes musculares, cada vez mais fre-
Recebido em 2 de junho de 2014 quentes entre os esportistas, fundamentou este estudo experimental, cujo objetivo foi
Aceito em 12 de setembro de 2014 avaliar os efeitos histoldgicos do plasma rico em plaquetas (PRP) no reparo do tecido mus-
On-line em 17 de janeiro de 2015 cular de ratos.

Meétodos: O PRP foi obtido por dupla centrifugacdo do sangue de cinco animais. Em 30 ratos,
Palavras-chave: foi produzido um trauma no terco médio do ventre do musculo gastrocnémio de cada mem-
Musculos/lesdes bro traseiro. Essas leses ndo receberam tratamento em seis ratos (12 patas). Em 24 ratos,
Plasma rico em plaquetas injeg¢Oes intralesionais de soro fisiolégico a 0,9% e de PRP foram aplicadas nas patas esquer-
Ratos das e direitas, respectivamente. Amostras do tecido tratado e nao tratado foram avaliadas

histologicamente sete e 21 dias apds os procedimentos.

Resultados: A quantidade de coldgeno nas lesdes tratadas com PRP foi significativamente
menor do que a das demais lesdes na avaliacdo feita sete dias apés o procedimento, mas se
equiparou a dos demais grupos na avaliacdo feita no 21° dia. Houve aumento significativo
(p<0,001) na quantidade de colageno do sétimo para o 21° dia nas lesdes tratadas com PRP,
0 que ndo ocorreu nas lesoes tratadas de outra forma. O processo inflamatério se mostrou
mais intenso nas lesoes tratadas com PRP em comparacdo com as lesdes dos outros grupos
de tratamento na avaliacdo feita sete dias apds o procedimento; todavia, os aspectos mor-
folégicos dessas lesdes se mostraram similares ao das lesdes ndo tratadas 21 dias apés o
procedimento.

Conclusdo: O PRP promoveu completa restituicao tecidual entre o sétimo e 0 21° dia em lesoes
musculares experimentais.
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The effect of platelet-rich plasma on the repair of muscle injuries in rats

ABSTRACT

Objective: The need for therapeutic options for muscle injuries, which are increasingly fre-
quent among sports practitioners, was the motivation for this experimental study, which
had the aim of evaluating the histological effects of platelet-rich plasma (PRP) on repairs to
muscle tissues of rats.

Methods: PRP was obtained by means of double centrifugation of blood from five animals.
In 30 rats, an injury was produced in the middle third of the belly of the gastrocnemius
muscle of each hind limb. These injuries did not receive any treatment in six rats (12 legs).
In 24 rats, 0.9% physiological serum was injected into the injury in the left leg and PRP into
the injury in the right leg. Samples from the treated and untreated tissue were evaluated
histologically seven and 21 days after the procedures.

Results: The quantity of collagen in the injuries treated with PRP was significantly lower
than that in the other injuries, in the evaluation made seven days after the procedure, but
it became equal to the other groups in the evaluation done on the 215t day. There was a
significant increase (p<0.001) in the quantity of collagen from the 7™ to the 215t day in
the injuries treated with PRP, but this was not seen in the injuries treated in other man-
ners. The inflammatory process was shown to be more intense in the injuries treated with
PRP than in the injuries of the other treatment groups, in the evaluation done seven days
after the procedure. However, the morphological aspects of these injuries were seen to be
similar to those of the untreated injuries, 21 days after the procedure.

Conclusion: PRP promoted complete tissue restitution between the 7™ and 21t days in

experimental muscle injuries.

© 2014 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. All rights reserved.

Introducao

Lesdes musculares sdo definidas como alterag¢des, morfolégi-
cas ou histoquimicas, que promovem disfuncéo do aparelho
locomotor.” Podem ser causadas por dois mecanismos: os
traumas diretos, como contusoes e laceracoes, e os traumas
indiretos, como isquemia, denervagdo e estiramentos.’

Cerca de 30% das lesdes diagnosticadas por médicos tém
relacdes com o sistema muscular’ e a lesdo muscular é um dos
traumas mais comuns ocorridos na pratica esportiva, causa
de 10% a 55% de todas as lesdes.” As lesdes desportivas pare-
cem ser resultado de exercicios feitos de maneira extenuante
ou, ainda, inadvertida ou inapropriada. A prevaléncia e a inci-
déncia desses episédios sdo subestimadas devido a auséncia
de notifica¢do no universo esportivo.* Tem sido relatada inci-
déncia de lesdes nos musculos isquiotibiais na ordem de 12%
em jogadores de futebol,” 50,9% em atletas velocistas® e 42%
em nadadores de peito.”

A depender da severidade e da localizagdo da lesdo, dife-
rentes manejos terapéuticos sio usados, desde o tratamento
conservador e medicamentoso ao cirdrgico.® Exceto para os
casos de rupturas musculares completas, avulsdes e miosite
ossificante, o tratamento-padrao usado para lesdes muscula-
res agudas é repouso, protecdo, gelo, compressao e elevagdo;
além desses principios, ndo existe consenso claro sobre o
tratamento da lesdo muscular aguda.’ Portanto, ainda per-
manecem questionamentos especialmente em relacdo aos
efeitos e resultados de varios tratamentos comumente usados
para estimular o processo de reparo do musculo.

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto do sangue
autélogo que vem sendo proposto desde 1990, por promover
forte estimulo ao reparo tecidual.’’ £ obtido da centrifugagéo
do sangue periférico e a concentracdo de plaquetas deve
idealmente ser superior a 338% da concentracdo do sangue
periférico.!'’ O PRP tem propriedades curativas atribuidas a
concentracées aumentadas de fatores autdlogos de cresci-
mento tecidual e proteinas em nivel celular. A expectativa
é que esses fatores, quando introduzidos no local da lesao,
aumentem o recrutamento, a proliferacdo e a diferenciacao
das células envolvidas na reparacdo tecidual e promovam o
reparo acelerado e com melhor diferenciagéo tecidual.'?

Diversos usos clinicos do PRP vém sendo estudados,
incluindo reparo de lesées condrais'® e tendineas;'* reparo de
lesdes e regeneracdo 6ssea;'” tratamento de fasceite plantar'®
e de Ulceras cronicas em pé diabético.'” O reparo das tendino-
patias cronicas do tenddo de Aquiles com injecdo intralesional
de PRP tem mostrado resultados promissores na histologia e
na morfologia do tecido neoformado.'® Estudos tanto experi-
mentais quanto clinicos vém revelando os efeitos da injecdo
intralesional de PRP em lesdes musculares e, de modo geral, os
achados desses estudos reportam melhor regeneragdao muscu-
lar, aumento de neovascularizacgio e reducéo de fibrose.’?2°

A se levar em conta a crescente incidéncia de lesoOes
musculares e a necessidade de opcgbes terapéuticas que
promovam regeneracdo muscular mais rapida e eficazmente,
este estudo experimental foi feito para verificacdo do efeito
do PRP homoélogo no reparo de lesdes musculares decorren-
tes de impacto induzido em ratos, a partir da avaliacdo da
deposic¢do de colageno e da andlise morfoldgica microscépica
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Tabela 1 - Quantificacio de plaquetas (103/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 plaquetas 148 141 138 182

qualitativa do processo de reparacao tecidual sete e 21 dias
ap6s
tratamento.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pela Comisséao de Etica, sob o proto-
colo 334/2011. O experimento foi feito no laboratério, de abril a
julho de 2012. Foram usados 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 um 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 gal-
vanizada.O ambiente foi climatizado com temperatura de
22+3°C, iluminagao artificial com ciclos claro/escuro de
12 horas e umidade do ar de 56+13%. Os animais eram
alimentados com racdo Nuvilab® CR1 (Nuvital Alimentos e
Produtos Veterinarios Ltda®, Curitiba, PR, Brasil) e 4gua filtrada
a vontade.

Foram formados quatro grupos de estudo de maneira ale-
atéria:

Grupo 1: cinco ratos submetidos a coleta de sangue para o
preparo do PRP;

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

Grupo 3: patas direitas de 24 ratos cujas lesdes musculares
foram tratadas com PRP.

Grupo 4: patas direitas e esquerdas (12 patas) de seis ratos
cujas lesoes musculares nao foram tratadas.

Protocolo para produgdo da lesdo experimental

Foram usados o mesmo aparelho e a mesma técnica para
producdo da lesdo experimental descritos por Nogueira.?®
Para a feitura da lesdo muscular, usou-se aparelho desen-
volvido por Sene,”’ que consiste em duas hastes metdlicas
telescopadas ajustaveis, pelas quais é possivel graduar a
altura de 30cm, e uma base plastica com area de 272,5
cm?. Sobre essa base, foi acoplada uma superficie metalica
retangular com area de 12,25 cm?, que serviu de apoio para
a queda do peso e fixacdo da pata traseira do animal em
local demarcado, centrando o peso na regido central da pata.
Na parte superior final das hastes metalicas foi fixada uma
estrutura metdalica que proporciona estabilidade, bem como
suporta uma roldana pela qual um fio-guia fixa o peso a ser
liberado. Foi confeccionado, em acrilico transparente, um guia

entre as hastes para conduzir o peso durante a queda livre de
30cm de altura, para evitar desvios e oscila¢des do peso.

O aparelho para producao da lesdo por impacto foi fixado,
com grampos, a mesa cirdrgica, como forma de estabilizagao,
de modo a evitar que ocorresse qualquer oscilacdo na queda
do peso. Para que a lesdo ocorresse sempre na mesma regiao,
a carga liberada de uma altura de 30cm foi conduzida pelo
guia em acrilico e por um fio fixado diretamente sobre o peso
lancado centralmente por meio de uma roldana posicionada
nas hastes do equipamento.

Os animais foram previamente anestesiados com clori-
drato de cetamina (60mg/kg) e xilazina (15mg/kg) e, entdo,
submetidos a um Unico trauma em cada membro, no terco
médio do ventre muscular do musculo gastrocnémico, e sepa-
rados de acordo com o grupo experimental de que fariam
parte. Os 24 animais cujas patas formaram os Grupos 2 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.

Preparo e aplicagdo do plasma rico em plaquetas

Por meio de puncdo cardiaca feita com agulha de 0,70 x 25mm,
marca BD (22gX1”), acoplada a uma seringa descartavel
de 20ml Viet Jet® (Labor Import Comércio, Importacdo e
Exportacdo Ltda., Osasco, SP, Brasil) contendo 1 mL de citrato
de sédio a 10% (Bioclin®, Quibasa Ltda., Lote 0067/2011),
foram obtidas quatro amostras contendo 8 ml de sangue com
anticoagulante dos cinco ratos que compuseram o Grupo 1.
O sangue anticoagulado foi imediatamente submetido a
contagem de células em aparelho automatizado Sysmex
XE-2100D. Realizada a primeira centrifugacdo foi sepa-
rado o plasma do concentrado de hemdceas. Na segunda
centrifugacdo, eliminou-se a porcdo sobrenadante, de forma
que restasse apenas aproximadamente 1mL do centrifugado
de maior peso. Essa fracdo denominamos de PRP ou concen-
trado de plaquetas. O PRP homogenizado e o plasma pobre em
plaquetas foram submetidos a nova contagem automatizada
de células, conforme demonstrado na tabela 1.

Eutandsia

Apbs a coleta de sangue (Grupo 1) e dos periodos de sete e
21 dias apés a lesdo adotados para avaliacdo (Grupos 2, 3 e
4), os animais sofreram eutandsia por meio de injecdo letal
com a associacdo de solucdo injetavel de cloridrato de S(+)
cetamina (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.,
Campinas, SP), tiopental sédico (Cristalia Produtos Quimicos
e Farmacéuticos Ltda., Campinas, SP) e p6 estéril diluido em
solucéo fisiolégica de cloreto de sédio a 0,9% em concentracdo
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de 100mg/ml. Apds a disseccdo e coleta do musculo para
analise, o descarte dos animais foi feito por incineracdo em
ambiente apropriado.

Formas de avaliagdo

O gastrocnémio de cada animal foi retirado por meio de
incisdo posterior nas patas traseiras dos animais posicio-
nados em dectbito ventral, com disseccdo romba de pele
e tecidos moles. A integridade do musculo foi preservada
mantendo a origem e a insercdo (fémur-musculo-calcaneo).
Fixadas com alfinetes em superficie sélida e acondicionadas
em formaldeido a 10%, as pecas foram enviadas para andlise
histoldgica, ocasido em que receberam tratamento rotineiro
com desidratacdo progressiva em &lcool, inclusdo em blocos
de parafina, corte sagital e longitudinal de 5 pm em micrétomo
no terco central do ventre muscular, e as laminas foram cora-
das com picrosirius red e hematoxilina eosina (HE). O exame
das caracteristicas histolégicas e da quantidade de colageno
foi feito no Laboratdério de Toxicologia e Plantas Medicinais da
Universidade Anhanguera (Uniderp).

Com o uso de microscépio éptico acoplado a computador,
as imagens das laminas foram digitalizadas e capturadas pelo
sistema de processamento e anélise de imagens ImageLab™.
Esse sistema foi desenvolvido para analises morfométricas e
subtracdo de imagens e pode ser usado para espécimes de
escala macroscépica e microscépica. Existem varios sistemas
de conversdo de unidades, filtros de correcdo de imagens, ind-
meros formatos de exportacdo e comunicagdo com outros
programas. O sistema apresenta, na tela do computador, a
imagem original digitalizada a partir da ldmina histolégica
e, ao lado, trés histogramas de frequéncia das intensida-
des R (vermelho), G (verde) e B (azul) da imagem. A partir
da representacdo desses histogramas, o sistema calcula as
quantificacdes desejadas e todos os dados relativos a esses
calculos sdo apresentados em planilha prépria do programa,
a qual pode ser convertida para planilha do Microsoft Office
Excel 4.0.

Os principais instrumentos e procedimentos do estudo se
encontram representados na figura 1.

Andlise estatistica

Os dados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft
Office Excel (2010) e a normalidade das amostras foi avaliada
com o programa Bioestat 5.0. Os cdlculos para comparacdo
dos dados e a elaboracdo dos graficos foram feitos com
o programa GraphPadPrism 4.0. As medidas das variaveis
numéricas foram expressas em médias + desvios padrdo. As
comparagoes intragrupos foram feitas com a aplicagdo do
teste t de Student nas amostras de distribuicao normal e do
teste de Wilcoxon nas distribui¢bes ndo normais. As andlises
intergrupos foram feitas com andalise de variancia (Anova) e
post hoc com o teste de Tukey nas amostras de distribuicdo
normal e com a aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis e post hoc
com o teste de Dunns nas amostras de distribui¢cdo ndo nor-
mal. A normalidade dos grupos foi avaliada com a aplicacéo
do teste de Shapiro-Wilk. Adotou-se valor de p < 0,05 para
determinacao do nivel de significancia das diferencas encon-
tradas.

Figura 1 - (A) Aparelho usado para producao de lesao
muscular em animais. (B) Posicionamento da carga liberada
sobre cada membro dos animais. (C) Administracido de SF
na regido posterior da pata esquerda dos animais.

(D) Administracao de PRP na regido posterior da pata direita
dos animais. (E) Puncdo cardiaca para obtencdo de
amostras de sangue para preparo do PRP. (F) Preparado que
apresenta coluna de liquido com duas fra¢oes
predominantes: plasma sobrenadante e concentrado de
hemacias ao fundo, separadas por um creme leucocitario.
(G) Preparado que contém apenas aproximadamente 1 mL
do centrifugado de maior peso (PRP), ap6s eliminagdo da
porcdo sobrenadante. (H) Amostra do gastrocnémio integro
fixada em superficie sélida e acondicionada em
formaldeido a 10% para anailise histolégica.
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Tabela 2 - Médias (e desvios padrio) da quantificagéo de
fibras colagenas observadas nas patas dos ratos controle

e dos ratos que receberam PRP e SF, sete e 21 dias apés a
lesdao muscular

Grupo controle PRP SH
n=12 n=24 n=24
Sete dias 34,44 + 6,65 30,69 + 4,99 35,35 +£ 5,19
21 dias 38,29 + 6,58 38,52 + 6,47 35,02 + 6,73
Resultados

Os valores médios (e desvios padrdo) da quantidade de fibras
coldgenas de cada grupo em cada periodo de avaliagdo (sete
e 21 dias), totalizando 60 patas avaliadas, encontram-se na
tabela 2. Na andlise intragrupos, quando comparadas as con-
tagens feitas no sétimo e no 21° dia apés a lesdo, ndo houve
diferenca nas quantidades médias de fibras coldgenas no
grupo controle (p=0,094) nem no grupo de ratos que rece-
beu SF (p=0,817), conforme ilustra a figura 2 A e C. Por outro
lado, a quantidade de colageno observada 21 dias ap6s a lesdo
foi significativamente maior (p =0,00021) do que aquela obser-
vada sete dias apds a lesdo no grupo de ratos que recebeu
PRP (fig. 2B). Na andlise intergrupos, na contagem feita sete
dias ap6s a lesdo, a quantidade média de fibras colagenas se
mostrou significativamente menor (p=0,014) nos ratos trata-
dos com PRP em comparacdo com os tratados com SF, mas néao
em comparacio com o grupo controle. J4 na contagem feita 21
dias apds a lesdo, ndo houve diferenca entre os grupos com
relacdo a quantidade média de fibras colagenas (fig. 3).

Com relacdo aos achados morfolégicos, aos sete dias
observou-se presenca de macréfagos circunstanciais no tecido
intersticial do musculo esquelético no grupo controle. As
fibras musculares nesse periodo se mostravam com aspecto
normal. Observou-se, ainda, aparecimento de mioblastos
entre as fibras musculares (fig. 4). No mesmo periodo de
sete dias, observou-se, no grupo de ratos tratados com PRP,
evidente processo inflamatério por mononucleares, hema-
cias com aspecto normal e aparecimento de miotubos entre
as fibras musculares (fig. 5). J& nos ratos tratados com SF,
observaram-se miotubos, macréfagos e hemacias com aspecto
normal (fig. 6). Aos 21 dias, as fibras musculares e os vasos san-
guineos ja apresentaram aspecto normal do tecido em ratos
controle e em ratos tratados com PRP (figs. 5 e 6). Nos ratos
tratados com SF, observaram-se focos de macréfagos e alguma
formacao de miotubos (fig. 7).

Discussao

H4 evidéncias de que fatores de crescimento exercem papel
fundamental no processo de cicatrizacdo dos tecidos;’® no
entanto, além do uso isolado de muitos fatores de crescimento
ainda ser impossivel na pratica clinica, ndo estdo comple-
tamente esclarecidos os mecanismos de acdo de todos os
diferentes fatores nesse processo. A partir do conhecimento
de que os granulos-alfa das plaquetas concentram grande
quantidade de fatores de crescimento especificos, como o
PDGF e o TGF-beta, foi proposta técnica para a obtencdo
de altas concentracoes de fatores de crescimento, por meio
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Figura 2 - Representacio grifica das médias e desvios
padrio da quantidade de fibras colagenas sete e 21 dias
apos as lesdes provocadas nos ratos do grupo-controle (A),
tratados com PRP (B) e com SF (C).

do preparo de PRP autdlogo.'’ Essa técnica consiste, basi-
camente, no sequestro e na concentracao de plaquetas do
plasma sanguineo, que resulta em produto a ser aplicado na
area da lesdo em cicatrizacdo.?’

Apesar do uso disseminado de PRP no tratamento de lesoes
musculares de atletas e de alguns estudos terem demonstrado
que o PRP pode abreviar o tempo de retorno as atividades
esportistas apés a lesdo,'*'%?* 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 musculares, motivo pelo qual
poucas sdo as evidéncias passiveis de ser discutidas a partir



REV BRAS ORTOP.2015;50(5):586-595 591

55 -
50
45
40 -
35

30

Fibras colagenas

25

07 dias

T 1

%J_

20

T T T
Controle PRP SF

Kruskal-wallis; p = 0,0145; *PRP versus SF: p < 0,05

60 -
55 -
50
45
40 1
35 -

Fibras colagenas

30
25

21 dias

—

20

T T T
Controle PRP SF

ANOVA:; p = 0,1806

Figura 3 - Representacdo grafica das médias e desvios

padrdo da quantidade de fibras coldgenas sete e 21 dias
apos as lesbes provocadas nos ratos dos trés diferentes

grupos de estudo.

dos resultados deste trabalho. De toda forma, em modelo
experimental de contusdo também no musculo gastrocnémio
de ratos, em cujas lesbes foi injetado soro autélogo rico em
plaquetas, Wright-Carpenter et al.'® observaram ativacéo
acelerada de células-satélite apds 30 a 48 horas da lesdo
e aumento de didmetro das miofibras em regeneracdo na
primeira semana apds a lesdo. Os autores observaram, ainda,
concentracdes aumentadas de FGF-2 (460%) e de TGF-betal
(82%) ao Elisa e sugeriram que poderiam, pelo menos parci-
almente, ter sido responsaveis pela regeneracdo acelerada,
devido as suas caracteristicas proliferativas e quimiotaticas.

Em distensdes importantes produzidas em musculo tibial
anterior de ratos e tratadas com PRP ou placebo, Hammond
et al.?% observaram tempo de regeneracdo muscular significa-
tivamente menor no grupo tratado com PRP e sugeriram que
a aceleracdo da miogénese provavelmente seja o0 mecanismo
responsavel por esse efeito do PRP, devido as concentracdes
mais altas de diferentes fatores de crescimento contidas no
produto.

Harris et al.?? injetaram PRP ou SF em diferentes tecidos
musculares de coelhos sadios (sem lesdes), cujas amostras
foram histologicamente avaliadas duas, seis e 12 semanas
apdés o procedimento. Observaram, apds seis e 12 sema-
nas, infiltrado inflamatério persistente, embora decrescente,
nos sitios que receberam PRP, mas ndo nos que receberam
SF. Do mesmo modo, apenas nas areas focais de tecido de
cicatrizacdo das patas que receberam PRP observaram fibro-
blastos, formacéo de coldgeno e neovascularizagdo, o que néo
foi observado em nenhum sitio em que se aplicou SF. Os auto-
res concluiram que o PRP promoveu resposta inflamatéria em
tecidos moles normais de coelho, assertiva que sustenta a tese
defendida neste estudo de que o PRP promove, inicialmente, a
intensificacdo de processo inflamatério em lesdes musculares.

Por outro lado, Gigante et al.?> ndo observaram quais-
quer diferencas relativas ao processo inflamatério quando

Figura 4 - Fotomicrografia de amostras do grupo controle aos sete dias. Observam-se macréfagos (setas), fibra muscular
em corte longitudinal (fml), mioblastos (mi) e vasos sanguineos (vs). HE/200x.
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Figura 5 - Fotomicrografia de ratos tratados com PRP aos sete dias. Observam-se processo inflamatério por mononucleares
(setas continuas), fibra muscular em corte transversal (fm), fibra muscular em corte longitudinal (fml), miotubos (setas
serrilhadas), vasos sanguineos (vs), células adiposas (ca) e tecido conjuntivo (tc). HE/200x.

comparadas lesdes produzidas no musculo longo de ratos
tratadas com PRP e nao tratadas, embora, nas lesoes tra-
tadas, tenha se observado melhor regeneragdo muscular,
neovascularizacdo aumentada e leve reducdo de fibrose.
Deve-se ressaltar que as concentrac¢oes de diferentes fato-
res de crescimento no PRP obtido de diferentes espécies (ratos,
coelhos, ovelhas e humanos) apresentam variacdo significa-
tiva, o que influencia diretamente tanto estudos experimen-
tais quanto ensaios clinicos.?’ Dai a necessidade de protocolos
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 regeneracao de ossos e tecidos moles
vem sendo foco da atencdo de clinicos e pesquisadores, assim
como vem sendo relatada a sua aplicacdo em diferentes espe-
cialidades cirdrgicas. Desde a técnica inicialmente proposta
para producdo de PRP autdlogo, cujo método de separagdo
celular descontinua exigia grande quantidade de sa-
ngue, diversos protocolos propostos vém contribuindo
para a evolucdo da técnica original, incluindo necessidade
de menor quantidade de sangue, uso de centrifugas de
bancada, baixo custo e menor tempo de producao, facilidade
de aplicacdo em ambiente ambulatorial e menor estresse
sobre o sistema cardiovascular do paciente. Os protocolos

aparentemente mais seguros e eficazes se referem as técnicas
de dupla centrifugacdo adotada para a feitura do presente
estudo.”’

Alguns estudos demonstraram que concentrac¢oes de pla-
quetas 338% maiores do que as normalmente encontradas
no sangue potencializam a cicatrizacdo de osso e de tecidos
moles em seres humanos.!! Outros autores defendem a tese
de que os efeitos esperados do PRP s serdo alcancados quando
as concentracdes de plaquetas forem oito vezes maiores do
que as concentracdes do sangue circulante. Neste estudo
experimental, nas quatro amostras de sangue extraido de
cinco ratos para a producao de PRP, obtivemos concentracoes
meédias de plaquetas cerca de quatro a cinco vezes maiores do
que as concentracdes observadas no sangue.

PRP assim produzido foi injetado em lesdes traumdticas
(contusdes) produzidas no terco médio do ventre muscu-
lar do gastrocnémio das patas traseiras direitas de 24 ratos,
enquanto as mesmas lesdes nas patas esquerdas foram tra-
tadas com SF a 0,9%. Os achados evidenciaram que, no grupo
de lesdes tratadas com PRP, a quantidade média de coldgeno
se mostrou significativamente menor do que a dos demais
grupos (controle e tratamento com SF) na avaliacdo feita no
sétimo dia apds a lesdo, mas que houve aumento significativo
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Figura 6 - Fotomicrografia de ratos tratados com SF aos sete dias. Observam-se fibra muscular em corte longitudinal (fml)
e transversal (fm), miotubos (setas continuas), macréfagos (setas serrilhadas) e vasos sanguineos (vs). HE/200x.

nessa quantidade de coldgeno do sétimo para o 21° dia apés a
lesdo apenas no grupo de lesdes tratadas com PRP, que, nessa
altima avaliagdo, mostraram quantidade média de coldgeno
similar a dos demais grupos.

Sabe-se que a degradacgdo do colageno inicia precocemente
e tem atividade intensa no processo inflamatério, evento
que ocorre na primeira fase da cicatrizacdo. De fato, exceto
nas lesoes tratadas com SF, foi observada menor quantidade
média de coldgeno na avaliagdo feita no sétimo dia apés a
lesdo do que naquela feita no 21° dia. No entanto, na pri-
meira avaliagdo (sete dias), a quantidade média de coldgeno
foi significativamente menor nas lesdes tratadas com PRP do
que nas lesdes-controle e nas tratadas com SF. Esse achado
parece ratificar a tese segundo a qual o processo inflama-
tério seja provavelmente alterado na presenca de PRP, ora
reduzindo o periodo de inflamacao da lesdo, ora alterando a
liberagdo de citocinas.?’ Os resultados, entdo, permitem agre-
gar nova hipétese a ser testada, sugerem prolongamento ou
maior intensidade da fase inflamatéria e, por isso, degradacao
mais intensa do coldgeno na primeira fase da cicatrizacdo

muscular. Todas essas hipéteses, porém, carecem de estudos
que as testem mais rigorosamente.

Por outro lado, nas fases de reparo e de remodelacao,
a deposicdo de coldgeno 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,
condicdo imprescindivel para o sucesso da regeneragdo do
tecido muscular lesionado. Além disso, o coldgeno inicial-
mente produzido é mais fino do que o coldgeno do tecido
sauddvel; esse coldgeno inicial é, entdo, reabsorvido e um
coldgeno mais espesso é produzido ao longo das linhas de
tensdo, o qual se correlaciona positivamente com o aumento
da resisténcia ténsil. Neste estudo, pode-se observar que a
quantidade média de colageno aumentou significativamente
do sétimo para o 21° dia apds a injecdo de PRP, o que ndo
ocorreu nas lesdes néo tratadas nem naquelas tratadas com
SE. O aumento do coldgeno do sétimo ao 21° dia nos ani-
mais que receberam o PRP parece ter auxiliado no equilibrio
degradacédo-deposicdo de coldgeno, por mecanismos que pre-
cisam ser elucidados.

Figura 7 - Fotomicrografia de ratos controle aos 21 dias. Observam-se fibra muscular em corte longitudinal (fml), niicleos

das fibras musculares (setas) e vasos sanguineos (vs). HE/200x.
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Nas lesdes tratadas com PRP, o processo inflamatério se
mostrou mais evidente do que nos demais grupos do estudo na
avaliacao feita sete dias apds o procedimento. Essa observacao
parece ratificar que o PRP pode intensificar o processo infla-
matorio.

Na avaliacdo final com 21 dias, os achados morfolégicos
daslesdes-controle e das lesdes tratadas com PRP foram seme-
lhantes, o que indica boa regeneracdo do musculo lesionado
em ambos os grupos. A administracdo de PRP parece nao ter
demonstrado diferencas nos aspectos morfolégicos com 21
dias, no fim do processo de reparo da lesdo muscular, quando
comparada com o grupo controle, ja que as mesmas caracte-
risticas foram observadas nas lesdes néo tratadas. Por outro
lado, nas lesdes tratadas com SF, o tecido ainda ndo mostrava
plena regeneragdo, com fibras musculares ainda em formacao
e com auséncia de vascularizacdo.

Esta andlise descritiva morfolégica corrobora os achados
quantitativos da deposicdo de fibras coldgenas nas cicatrizes
musculares, pois mostra que no grupo em que fora apli-
cado soro fisiolégico apenas,ainda em 21 dias havia reacdo
inflamatéria, enquanto nos outros dois grupos o tecido ja
havia se recomposto totalmente, o que sugere, talvez, melhor
organizacgdo do processo de reparo muscular no grupo em que
fora usado o PRP.

Neste estudo, a contribuicdo se limita a observacdo de que
o PRP ativou significativamente o processo inflamatério sete
dias apés ser injetado em lesdes contusas produzidas no mus-
culo gastrocnémio de ratos, razdo pela qual parece ter havido
maior degradagdo de coldgeno nesse periodo. Por outro lado,
resultou em aumento significativo de coladgeno entre o sétimo
e 0 21° dia apds o procedimento, o que sugere uma completa
restituicao tecidual.
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