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Resumo

Aslesoes tendineas podem envolver a sec¢do parcial ou total do tendao calcaneo comum e ocasionar alteragdes posturais
do membro locomotor. O presente trabalho avaliou o efeito da aplicagao tdpica de concentrado de plaquetas autologas
na reparag¢do do tenddo do musculo gastrocnémio de coelhos, decorridos 45 e 90 dias de periodo pos-operatério (PO).
Doze coelhos adultos foram separados em dois grupos (n = 6) e submetidos a pun¢ao cardiaca e colheita de 10 mL de
sangue para obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP). Nos animais de ambos os grupos, foi realizada a tenotomia
transversal total no terco médio do ventre lateral do tenddo do musculo gastrocnémio e a sua aproximagio com a sutura
de Kessler modificada e fio de nailon. Nos animais do grupo tratado, foi aplicado sobre a sintese dos tenddes em média
490.644 mil plaquetas/uL do PRP e notou-se maior quantidade de fibras colagenas em rela¢ao ao controle, sendo que
a0s 90 dias de PO a intensidade de colageno observado foi maior que nos animais com 45 dias, com maior quantidade de
fibroblastos nos controles em relagao aos tratados. A administracido de concentrado de plasma de plaquetas autogenas
no reparo do tenddo gastrocnémio de coelhos estimula e organiza o processo de repara¢ao e ocasiona produgio precoce
de fibras coldgenas.

Palavras-chave: Reparagao. Cirurgia. Células sanguineas.

Abstract

Tendon lesions may involve the partial or total section of the common calcaneal tendon and cause postural changes of
the member. This study evaluated, after 45 and 90 postoperative days (PO), the repair of the tendon of gastrocnemius
muscle of rabbits with topical application of autologous platelet concentrate. Twelve adult rabbits were divided into
two groups (n = 6) undergoing cardiac puncture and collection of 10 ml of blood to obtain platelet rich-plasma (PRP).
Animals of both groups had a transverse tenotomy in the middle third of the lateral belly of the gastrocnemius tendon
and muscle that was approximated with modified Kessler suture and nylon thread. In the animals of the treated group it
was applied the average of 490.644 platelets / uL of PRP, per animal over the tendon synthesis. The treated group showed
a higher amount of collagen fibers than the control one, and at 90 PO days the intensity of collagen was higher than
at 45 days with more fibroblasts in the control than in treated one. The administration of plasma autogenous platelet
concentrate in the repair of the gastrocnemius tendon of rabbits stimulates and organizes the repair process and causes
early production of collagen fibers.
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Na perda expressiva de parte do tecido tendineo, a
substitui¢do torna-se necessaria por meio de enxerto
ou com o emprego de préteses, que fornecem suporte
e orientacdo para a migragdo de células e formagdo
de fibras (VALDES-VAZQUEZ; McCLURE; OLIVER,
1996). Entretanto, apesar de serem disponiveis varios
métodos de tratamento de lesdes tendineas, ainda é
necessario o desenvolvimento e aprimoramento de
métodos que permitam o retorno morfoldgico e fun-
cional do tendao (GOODSHIP, 1993).

A cicatrizacio tendinea e o restabelecimento morfo-
funcional do tendio lesionado, dependem de fatores
intrinsecos, como a vascularizagao, migracao e adesao
celular e do tipo de tensdo lesionado, assim como de
fatores extrinsecos referentes a imobilizagdo do mem-
bro no pés-operatério (HATAKA, 1998). Diferente da
maioria dos tecidos moles, para adquirir a resisténcia
necessaria para transmitir a for¢a gerada por seu mus-
culo homonimo, a cicatriza¢ao do tenddo ocorre em
torno de seis semanas (ENWEMEKA, 1989).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é derivado de
sangue autologo, cujo preparado visa a obtengdo alta
concentra¢do de plaquetas em pequeno volume de
plasma. Ambos, plasma e plaquetas, contém fatores
de crescimento plaquetario (FCP) que atuam na fase
inicial da cicatrizagdo (LENZA et al., 2013). Esse fato-
res possuem atividades especificas durante o processo
de reparagdo tecidual e, de forma geral, os FCP pro-
venientes dos a-granulos sdo responsaveis pela pro-
moc¢do da quimiotaxia, proliferagdo e diferenciagdo
celular, neovascularizacdo e formagdo de tecido con-
juntivo (MALHOTRA et al., 2013). Para uso terapéu-
tico, o PRP deve conter de trés e cinco vezes mais pla-
quetas que os niveis fisiologicos (KEVY; JACOBSON,
2004). Concentragdes superiores a 300.000 plaquetas
uL* sdo suficientes para o preparo do PRP (ANITUA
et al., 2004) que, quando em contato com seus recep-
tores nucleares, estimula a angiogénese e a replicacao
dos tecidos e, como antiinflamatdrio, induz a cica-
trizagdo e o crescimento de novas estruturas organi-
cas (LEME; ROSSI; VILLA, 2004). O PRP tem sido
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utilizado no reparo de tenddes (LYRAS et al., 2010),
tecido dsseo (ANITUA et al., 2004), pele facial (BHA-
NOT; ALEX, 2002), cérnea (EURIDES et al., 2010) e
enxerto cutineo (VENDRAMIN et al., 2010).

O presente trabalho avaliou a eficacia do concentra-
do de plasma de plaquetas autdgenas na cicatrizagdo
do tenddo do musculo gastrocnémio em coelhos sub-

metidos a tenotomia e tenorrafia.

Material e Métodos

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica,
analise final n° 048/11, registro CEUA/UFU 108/101,
para utilizagao de 12 coelhos (Oryctolagus cuniculus)
adultos, machos, da raga Nova Zeldndia, com peso
entre 3,0 a 4,5 kg, que foram separados aleatoriamente
em grupo controle e tratado (n = 6). Os animais fo-
ram mantidos em gaiolas individuais, recebendo dose
unica de ivermectina' (0,7 mg/kg, SC) e passaram por
periodo de 12 dias de ambientacdo antes da experi-
mentacao, sob alimenta¢ao diaria com ragao especifi-
ca e agua clorada a vontade. Os coelhos apresentaram
normalidade ao exame clinico geral e laboratorial de
hemograma, leucograma, contagem de plaquetas e
parasitolégica.

Depois de submetidos a jejum alimentar de seis
horas e hidrico de duas horas, cada animal recebeu a
associacdo anestésica de cloridrato de cetamina? 5%
(35,0 mg/kg, IM) e cloridrato de xilazina’® 2% (10,0
mg/kg, IM). No membro pélvico direito, foi realiza-
da anestesia perineural do nervo isquidtico e femoral
com cloridrato de lidocaina com epinefrina* (2,0 mg/
kg) (SHIMIZU et al., 2002).

A antibioticoterapia profilatica foi realizada com
ceftiofur® (5,0 mg/kg/dia, IM) e antiinflamatério flu-

nixin meglumine® (1,0 mg/kg, IM), administrados

! Ivomec injetavel. Merial. Campinas, Sao Paulo, SP, Brasil.

2 Cetamin. Syntec. Patrocinio Paulista, SP, Brasil.

? Kensol. Konig. Santana de Parnaiba, SP. Brasil.

4 Anestésico L Pearson. Pearson Satiide Animal. Rio de Janeiro, R], Brasil.

5 Ceftiofur. Pfizer Satide Animal. Belo Horizonte, MG, Brasil.

¢ Banamine. Injetavel. Schering-Plough Satide Animal Industria e Comér-
cio. Cotia, SP, Brasil.
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30 minutos antes da intervencao cirurgica. Em cada
animal do grupo tratado foram coletados 10,0 mL
de sangue por puncio cardiaca entre o 5° e 6° espago
intercostal esquerdo com agulha 21G (0,8 x 25 mm),
que foram imediatamente depositados em frasco con-
tendo 0,5 mL de EDTA a 10%. Em ambiente a tem-
peratura entre 20° e 24°C, o material foi centrifugado
por 20 minutos & 1.200 rpm para separagdo celular
por gradiente de concentragao. A fragdo de plasma e
plaquetas contida na parte superior do tubo foi pipe-
tada e armazenada em recipiente sem coagulante. A
porgdo coletada foi novamente centrifugada por 20
minutos a 2.000 rpm. O componente superior do soro
foi removido e o restante no fundo do frasco foi con-
siderado o plasma rico em plaquetas (PRP).

A quantificagdo do namero de plaquetas foi reali-
zada em analisador hematoldgico veterindrio auto-
matico, obtendo-se, em média, 490.644 células. Para
cada 0,5 mL do PRP foi adicionado 0,25 mL de cloreto
de célcio a 5%, que foi homogeneizado e mantido em
repouso por 10 minutos em forma de gel (EURIDES
et al., 2010). O material foi acondicionado em tudo
de Eppendorf e deixado em banho-maria a 37°C até
apresentar a consisténcia gelatinosa de PRP.

A regido do tergo médio ao distal da face lateral da
tibia foi submetida a antissepsia com iodo degermante
a 1%, alcool 70° GL e iodopovidona’ a 1%. Foi realiza-
da a incisdo longitudinal da pele e subcutaneo na face
lateral esquerda da tibia, proximo a tuberosidade do
calcaneo, de aproximadamente 3,0 cm. O tergo médio
do ventre lateral do tenddo do musculo gastrocnémio
foi individualizado, seccionado totalmente no sentido
transversal, e aproximado com sutura de Kessler mo-
dificada com fio de nailon monofilamentoso 4-0.

Decorridos cinco minutos do preparo, foi aplicado
sobre o local da tenorrafia 0,25 mL do concentrado
plaquetdrio contendo em média 490.644 mil plaque-
tas/uL. Os tecidos adjacentes foram aproximados com

sutura simples continua, com fio vicryl 4-0 e a pele

7 Todopovidona. Geyer Medicamentos. Porto Alegre, RS, Brasil.
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com pontos simples separados e fio de nailon mono-
filamentoso 3-0.

No pos-operatorio (PO) foi realizada a imobilizagédo
externa com canaletas acolchoadas e as feridas de pele
foram higienizadas duas vezes ao dia com gazes embe-
bidas em solugdo salina a 0,9%, seguida da aplicacao
topica de rifamicina® durante sete dias. Para analgesia
foi administrado cloridrato de tramadol (2,0 mg/kg,
SC) trés vezes ao dia, durante trés dias, e antiinflama-
torio flunixin meglumine (1,0 mg/kg, SC), uma vez
ao dia, por trés dias, e antibioticoterapia com ceftiofur
(5,0 mg/kg/dia, IM), durante cinco dias consecutivos.
Os animais foram mantidos com colar elisabetano até
a retirada dos pontos da pele o que ocorreu aos dez
dias de PO.

Decorridos os periodos preestabelecidos de 45 e 90
dias de PO, os animais de ambos os grupos foram sub-
metidos a0 mesmo protocolo anestésico para colheita
de fragmento de 0,5 cm de comprimento do local da
sintese para avaliagdo histologica. As amostras foram
fixadas em solucdo de formol tamponado a 10% por
24 horas. O material foi desidratado com uma série
crescente de dlcool (solucdes a 70%, 80%, 90%, 100%),
diafanizados em xilol e emblocados em parafina. Pos-
teriormente, as amostras foram seccionadas em cortes
de 5,0 micrometros de espessura em micrétomo ro-
tativo, utilizando-se navalhas descartaveis. Os cortes
foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina
(HE), para andlise morfoldgica dos tecidos, e pela
técnica de coloragdo com picrosirius para observagao
das fibras colagenas.

Para a avaliagdo histopatoldgica da repara¢ao dos
tendoes, foram consideradas a quantidade e as carac-
teristicas dos fibroblastos, presenca e o tipo de infil-
trado inflamatdrio, neovascularizagédo, fibras colage-
nas, aparéncia da matriz extracelular, seu arranjo e o
grau de desorganizacdo tecidual. Para avaliacao semi-
quantitativa, as caracteristicas foram consideradas até

25 nucleos de fibroblastos em 10.000 pm?* como pou-

8 Rifocina. Hoechst Marion Roussel. Suzano, SP, Brasil.



co, acima de 25 até 35 nucleos moderado e superior
de 35 como intensos. Para os neovasos em 1,0 mm?
até 15 como pouco, de 15 a 60 moderado e acima de
60 como intenso e em relagdo os polimorfonucleares,
considerou-se como presente e ausente.

Para as variaveis ndo paramétricas foi aplicado o
teste de Kruskall Wallis. As analises estatisticas foram
efetuadas com o programa Bioestat. O nivel de signi-
ficancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Resultados e Discussao

O periodo pré-operatorio decorrido desde a colhei-
ta, manipulagdo laboratorial e administracao foi de no
maximo de 20 minutos, o que evitou maior periodo de
exposi¢do do material e do transoperatério. Com du-
pla centrifugagao, Nagata et al. (2010) relataram a ob-
ten¢ao de maiores concentragdes plaquetarias do que
com uma unica centrifugacdo e este procedimento foi
o adotado no presente trabalho Os animais apresenta-
ram a concentragdo média de 232.284 plaquetas/uL no
sangue total e média de 490.644 plaquetas/uL que fo-
ram quantificadas no PRP, com taxa de enriquecimen-
to plaquetério de 110,73%, com aumento de 2,10 vezes
a concentragio total de plaquetas no PRP em relacao
ao sangue total. Os valores de plaquetas encontrados
no PRP foram semelhantes aos obtidos por Zandim
et al. (2012) em equinos, de 500.000 plaquetas/pL, e
Andrade (2014) em coelhos, de 370.484 plaquetas/uL.

A adi¢ao do cloreto de célcio a 5% e cloreto de sddio
ao PRP permitiu que o concentrado permanecesse
em torno da sutura do tenddo, o que evitou a ocor-
réncia de perdas durante a aplicagdo. Nas avaliacoes
pos-operatorias realizadas durante sete dias conse-
cutivos, néo foi notada diferenca clinica entre os dois
grupos, sendo que o local da intervencdo cirtrgica
se encontrava hiperémico, com aumento de volume
durante os trés primeiros dias, o que pode ser atribu-
ido ao trauma cirurgico e a reagdo inflamatdria local
(SLATTER, 1998).

Aos 45 e 90 dias de PO, nos animais de ambos os

grupos, foram constatadas aderéncias dos tenddes
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com os tecidos adjacentes e o local da anastomose
encontrava-se envolvido por tecido cicatricial de co-
lora¢ao esbranquicada. Possivelmente, o traumatis-
mo no local ocasionou as aderéncias entre os tecidos
(COELHO, 2000), adicionadas a aplicacio do PRP.
A coloragido da pele no local da ferida apresentava a
coloracgdo rosea e os tendoes mostravam-se aparente-
mente normais.

Entre aos 45 e 90 dias de PO foi observada maior
quantidade de fibroblastos nos animais do grupo con-
trole, porém sem diferencas expressivas (Tabela 1). A
migra¢ao e a adesao de fibroblastos verificadas na ci-
catrizacdo dos tendoes sdo responsaveis pelas sinteses
de fibras coldgenas e das glicoproteinas e proteoglica-
nas da matriz extracelular (JUNQUEIRA; CARNEI-
RO, 1999). O PRP atua na modulagdo e aceleracdo
dos processos cicatriciais decorrentes dos fatores de
crescimento contidos nos granulos plaquetdrios (AS-
PENBERG; VIRCHENKO, 2004). Entretanto, ndo foi
notado aumento no numero de fibroblastos nos co-
elhos do grupo tratado, decorrente ao efeito de qui-
miotaxia dos fatores de crescimento (Figuras 1 e 2).
Tal constatagdo difere da observada por Vendramin et
al. (2010) no reparo de enxertos cutdneos em coelhos.

Aos 90 dias de PO, a quantidade de colageno dos
dois grupos foi superior ao observado aos 45 dias,
sendo que em ambos os grupos se encontravam célu-
las maduras e imaturas e desorganizadas. Entretanto,
nao houve diferenca significativa entre os dois grupos

(Tabelas 1 e 2). Os resultados obtidos no presente tra-

Tabela 1 — Fibras colagenas (%) e intensidade de fibroblas-
tos observados em microscopia de luz do ventre
lateral do tenddo do musculo gastrocnémio dos
coelhos do grupo controle aos 45 e 90 dias de
PO - Uberlandia - 2014

Animal Diasde PO  Fibras colagenas  Fibroblastos
01 45 36,1 pouco
02 45 33,1 intenso
03 45 40,83 intenso
04 90 50,36 intenso
05 90 42,5 intenso
06 90 48,0 intenso
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Figura 1 - Fotomicrografia do reparo cicatricial do ventre lateral do tenddo do musculo gastrocnémio de coelho.
Observar no grupo controle aos 45 dias de PO (A), a presenca de fibroblastos (a) e fibras colagenas

desorganizadas (b), e aos 90 dias, grande intensidade de fibras colagenas (B), HE — Uberlandia - 2014
Fonte: (EURIDES, 2013)
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Figura 2 - Fotomicrografia do reparo cicatricial do ventre lateral do tenddo do musculo gastrocnémio. Observar
em A, aos 45 dias de PO do grupo tratado, fibras colagenas coradas em vermelho (Picrosirius), e em
B, com o sistema computadorizado de andlise de imagens, as fibras coldgenas em preto. Notar em
C, aos 90 dias de PO, as fibras colagenas coradas em vermelho (Picrosirius), e em D, com o sistema
computadorizado de analise de imagens, as fibras coldgenas em preto — Uberlandia - 2014

Fonte: (EURIDES, 2013)
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Tabela 2 - Fibras colagenas (%) e intensidade de fibroblas-
tos (HE) observados em microscopia de luz do
ventre lateral do tenddo do musculo gastrocné-
mio dos coelhos do grupo tratado aos 45 e 90
dias de PO - Uberlandia, 2013

Fibras
Animal Dias de PO colagenas Fibroblastos
01 920 51,6 pouco
02 90 52,3 pouco
03 90 37,9 pouco
04 45 47,33 pouco
05 45 46,16 pouco

balho concordam com Liu et al. (2002), que obser-
varam aumento da proliferagdo de fibroblastos e da
producdo de coldgeno proporcional ao aumento da
concentragdo plaquetaria no PRP.

Bhanot e Alex (2002) relataram que o PRP aumenta
a produgdo de colageno, além da proliferagio de fi-
broblastos e da sintese de matriz extracelular e melho-
ra a cicatrizagao. Entretanto, Raiser (2001) referiu que
apesar de haver afastamento tendineo, que é preen-
chido por tecido conjuntivo proliferante, hd também
uma orienta¢ao longitudinal mais precoce das fibras
colagenas. No presente trabalho, apesar dos animais
do grupo tratado terem apresentado maior concen-
tragdo de fibras colagenas que ao controle, a diferenga
entre os grupos foi aos 45 dias de PO, sendo que aos
90 dias a diferenca entre eles foi expressiva (Tabelas
1 e 2). Acredita-se que o tratamento com o concen-

trado de plaquetas nao tenha aumentado a sintese de

~n
Figura 3 - Fotomicrografia do reparo cicatrici
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coldgeno, porém ocasionou a sua produgdo precoce
(Tabelas 1 e 2).

Hataka (1998) referiu que a cicatriza¢ao do ten-
dao flexor digital profundo de caes apresenta intensa
e gradativa neovascularizagdo decorridos 60 dias de
PO. No presente trabalho, ndo foram observadas di-
ferengas significativas de neovascularizagao entre os
grupos controle e tratado, assim como nos periodos
de 45 e 90 dias de PO (Tabelas 3 e 4), sendo que os

animais apresentaram poucos neovasos (Figura 3A).

Tabela 3 - Intensidade de vascularizagdo e presenca de po-
limorfonucleares (PMN) em microscopia de luz
do ventre lateral do tenddo do musculo gastroc-
némio dos coelhos do grupo controle aos 45 e 90
dias de PO - Uberlandia - 2014

Animal Dias de PO Neovasos PMN

01 45 moderado presente
02 45 moderado presente
03 45 pouco ausente
04 90 pouco ausente
05 90 pouco ausente
06 90 pouco ausente

Tabela 4 - Intensidade e vasculariza¢éo e presenca de po-
limorfonucleares (PMN) em microscopia de luz
do ventre lateral do tenddo do musculo gastroc-
némio dos coelhos do grupo tratado aos 45 e 90
dias de PO - Uberlandia - 2014

Animal Dias de PO Neovasos PMN

01 90 pouco ausente
02 90 pouco ausente
03 90 pouco ausente
04 45 intenso ausente
05 45 pouco ausente

r ) 4 d
al do ventre lateral do tenddo do musculo gastrocnémio

de coelho do grupo tratado (A) e controle (B) aos 45 dias de PO. Observar a presenca de
fibroblasto e poucos neovasos (A - setas) e pouca quantidade de polimorfonucleares (B

— seta), HE — Uberlandia — 2014
Fonte: (EURIDES, 2013)
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Em apenas dois animais (18%) do grupo controle
foi constatada a presenca de polimorfonucleares (Ta-
belas 3 e 4), (Figura 3B), resultado coincidente ao en-
contrado por Hataka (1998) em caes. A existéncia de
polimorfonucleares pode ser explicada pela infeccao
aguda e reacao inflamatéria (COELHO, 2000).

No grupo controle aos 45 dias de PO em um ani-
mal (33,3%) e aos 90 dias de PO em dois (66,6%),
foi observado tecido cicatricial em avangado estagio
de maturagdo com perfeita cooptagiao dos cotos. No
grupo tratado, um coelho (33,3%) aos 45 dias de PO,
apresentou expressivas areas de necrose na regiao da
sintese do tenddo, porém com boa cicatrizagao (Fi-
gura 4). Recomenda-se o modelo Kessler modificado
para reparo de tenddo com fio monofilamentoso por
oferecer adequada preensao nas fibras e minimizar
o comprometimento da vasculariza¢ao intrinseca
(RAISER, 2001). Entretanto, no presente trabalho, a
sintese com Kessler modificada pode ter ocasionado

excessiva tensdo e promovido auséncia de irrigagdo

local. A hipoxia de tecidos tendinosos ¢ a alteracao

N DR G b e
Figura 4 - Fotomicrografia do reparo cicatricial do ventre
lateral do tenddo do musculo gastrocnémio de
coelho do grupo tratado aos 45 dias PO. Notar
grandes areas de necrose na regido do fio de su-
tura (seta), HE — Uberlandia - 2014
Fonte: (EURIDES, 2013)
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patologica frequentemente verificada na ruptura de
tendoes, induzindo degeneracao de fibras colagenas
e alteracoes dos elementos celulares (FRIEDRICH et
al., 2001). Aos 90 dias, em dois animais (66,6%) foi
observado tecido cicatricial em avangado estagio de
maturagdo, com boa unido entre a cicatriz e o tendao.

Na repara¢ao do ligamento patelar de coelhos com
concentrado de plaquetas, Lyras et al. (2010) obser-
varam aceleracdo do processo de cicatrizacio com
maior sintese de coldageno. No presente trabalho, ndo
houve diferenca significativa entre o grupo controle
e o tratado aos 45 dias de PO, em relagao a porcenta-
gem de fibras coldgenas, quantidade de fibroblastos,
neovasos e polimorfonucleares. Entretanto, foi regis-
trada uma melhora significativa nos animais do grupo
tratado. Notou-se maior quantidade de fibras colage-
nas em relagao aos do grupo controle, sendo que aos
90 dias de PO a quantidade de colageno foi maior que
nos animais com 45 dias. Essa estrutura organizada
permite que os tenddes resistam e transmitam gran-
des forcas entre musculos e ossos (LIN; CARDENAS;
SOSLOWSKY, 2004).

A preparagao do PRP na forma de gel foi simples e
a administra¢do sobre o local da tenorrafia foi rapida
e uniforme, como utilizado por Crovetti et al. (2004)
no reparo de tlceras cutaneas cronicas de humanos
e por Eurides et al. (2010) na cicatrizagao das lesdes

corneanas de coelhos.

Conclusao

A administragdo de concentrado de plasma de pla-
quetas autogenas, sob a forma de gel, no reparo do
tendao gastrocnémio de coelhos, estimula e organiza
o processo de reparagdo com produgio precoce de fi-

bras coldgenas.
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