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RESUMO

O uso do plasma rico em plaquetas (PRP) esta cada vez mais comum em
Medicina, principalmente esportiva, porém pouco consenso existe na sua
eficacia. A ressonéncia magnética (RM) poderia trazer valiosos achados de
cicatrizagao tecidual. Foram utilizados 22 coelhos da raga new zealand, dividos
em trés grupos. Grupo 1 — controle (n=4), grupo 2 - operado sem PRP (n=9) e
grupo 3 - operado com PRP (n=9). O PRP foi obtido a partir de 9 ml de sangue
processado com dupla centrifugagédo. Realizou-se a ressecgédo do terco central
do tendao de Aquiles dos coelhos e apds 30 dias fez-se a RM antes e apds
sequencia perfusional. Observou-se correlacéo entre o tecido fibrocicatricial e as
areas de alteracdo de sinal visibilizadas a RM e areas de captagédo de contraste
a RM perfusional ( P < 0,001). N&o encontrou-se diferenca estatistica entre os
grupos operados com e sem PRP ao estudo histolégico e perfusional realizado.
A ressonancia magnética com e sem perfusao € um método que pode ser util na
demonstragao de tecido fibrocicatricial em tenddes. No presente estudo, o PRP
nao alterou o processo cicatricial fisiologico decorridos 30 dias da lesdo, o
aspecto foi indiferente entre os grupos, sugerindo que mais estudos

experimentais devem ser realizados para elucidar estas questoes.

Palavras-chave: Ressonancia Magnética, Plasma Rico em Plaquetas, Lesao
tendinea, Estudo experimental



SUMMARY
The use of PRP ( paltelet rich plasma) is increasingly in medicine , mainly at
sports , but little consensus exists on their effectiveness. Magnetic resonance
imaging (MRI) could provide valuable findings at tissue healing. There were 22
new zealand rabbits , divided into three groups were used . Group 1 - control ( n
=4 ), group 2 - operated without PRP ( platelet rich plasma) (n =9 ) and group
3 - operated with PRP ( n =9 ). The PRP was obtained from 9 ml of blood
processed with double centrifugation. It was performed the resection of the
central portion of the Achilles tendon of rabbits. After 30 days, MRI was donne
before and after perfusion sequence. It was observed correlation between the
fibrocicatricial tissue and areas of signal abnormalities visualized on MRI and
areas of contrast enhancement on MRI perfusion ( P < 0,001) . There was not
statistical difference between the groups with and without PRP at perfusion and
histological study. MRI with and without perfusion could be a useful technique for
evaluating tissue and fibrous scarring in tendons. In the present study , the PRP
did not alter the physiological healing process after 30 days of injury, the
appearance was indifferent between the groups , suggesting that more

experimental studies are required to elucidate these issues .

Keywords: MRI, Platelet Rich Plasma, tendon injury, experimental study
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1. INTRODUGAO

Dentre os grandes desafios da Medicina encontra-se o desenvolvimento
de compostos cirlirgicos bioativos que regulem a inflamagao e a cicatrizacdo’. A
cicatrizacio dos tecidos € mediada por uma ampla variedade de eventos intra e
extracelulares, que s&o regulados por proteinas de sinalizagdo. A compreensao
de todo o processo ainda esta incompleta. No entanto, sabe-se que as plaquetas
desempenham um papel crucial ndo apenas na hemostase, mas também no
processo de cicatrizacéo da ferida 2.

A utilizacdo de produtos autélogos, com elevadas concentragdes de
plaquetas, como o plasma rico em plaquetas (PRP), concentrado de plaquetas e
0s géis de plaquetas foram desenvolvidos baseando-se no conceito dos efeitos
dos fatores de crescimento de plaquetas. A razao cientifica para a utilizagao
dessas preparacbes baseia-se no conhecimento de que os fatores de
crescimento desempenham um papel essencial nos mecanismos de reparagao
de tecidos ® * °.

O PRP é um concentrado plaquetario com elevado teor de fatores de
crescimento ®’ que vem sendo utilizado em diversas areas da medicina, como

na cirurgia plastica®, oftalmologia® e ortopedia™ 11213

, ha expectativa de
acelerar o processo de cicatrizagdo, com reparagao ou regeneragao tecidual de
melhor qualidade.

O potencial do PRP em aumentar a capacidade de reparacao tecidual é

atribuido a presenca de alta concentragdo de fatores de crescimento'™, que séo

proteinas armazenadas em organelas citoplasmaticas denominadas granulos
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alfa’. Além destes granulos, as plaquetas também carregam os granulos
densos, que possuem substancias como histamina, serotonina, dopamina e
catecolaminas, que podem ser responsaveis por alguns efeitos observados no
PRP, tal como a analgesia’®. Uma vez iniciada a cascata da coagulagido, a
trombina presente no plasma ativa as plaquetas, que se agrupam para formagao
do coagulo e liberam os granulos citoplasmaticos .

Diversos fatores de crescimento foram identificados no PRP, como o fator
de crescimento de transformacdo-beta (TGF-B), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos basico (b FGF), fator
de crescimento derivado de insulina do tipo | (IGF-l), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF) ® . O PRP
apresenta uma concentracao de fatores de crescimento trés a cinco vezes maior
que a do sangue, mas estes fatores permanecem em proporgdes fisioldgicas
entre si, balanceando seus efeitos isolados'’.

Efeitos do PRP e dos fatores de crescimento em tenddes e ligamentos
foram relatados in vitro e in vivo, como estimulacdo da proliferacdo de
fibroblastos por IGF-I, bFGF e PDGF. Além disso, ha relatos de estimulo da
sintese de coldgeno e da matriz extracelular pelo TGF-g ' 18 19.20
provavelmente resultando em uma maior regeneragédo e aumento da resisténcia
tecidual®'?%.

Em Medicina Esportiva, especialmente no esporte de alto desempenho, o
objetivo do tratamento das lesdes € o retorno seguro ao esporte, no menor

tempo possivel, sem limitagbes e com minimo risco de recidiva. Com esse
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intuito, o PRP esta sendo aplicado em varios tipos de lesdes traumaticas ou por

23,24 ,25,26,27 28,29,30, 31

sobrecarga, como lesdes tendineas , ligamentares ,

musculares® e de cartilagem '°. Ja foi demonstrado que o uso de fatores de
crescimento isolados ou do PRP aumentou a regeneracédo do tergo central do
tend&o da patela tanto in vitro como in vivo *.

Os métodos de obtencdo do PRP descritos até o momento podem ser
divididos em dois tipos: por centrifugagao ou por plaquetaférese. O PRP obtido
por plaquetaférese foi utilizado nos primeiros estudos e o método de
centrifugacéo foi desenvolvido em seguida, como uma alternativa mais rapida e
menos dispendiosa de obtencdo do PRP °’. O PRP obtido por aférese,
apresenta maior concentracado de plaquetas e menor concentracio de leucocitos
do que o obtido por centrifugagéo34, podendo ser considerado portanto um
concentrado de plaquetas mais puro', porém, de maior custo e de maior
dificuldade de produgao. Os métodos de acompanhamento da eficacia do PRP
sao varios sendo que os exames de imagem tem sido cada vez mais utilizados
neste sentido.

Atualmente, existe um crescente interesse na utilizacdo da ressonancia
magética (RM) para controlar e acompanhar a cicatrizagdo dos tenddes. O
processo de cicatrizacdo, apds a ruptura do tenddo de Aquiles e reparado
cirurgicamente ja foi descrito & RM **. O estudo perfusional foi inicialmente
descrito para uso em RM cardiaca. O seu desenvolvimento se deve a melhoria
das antenas de superficie, com avango significativo na qualidade da imagem,

com melhor sinal e sem ruido®.
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O contraste usualmente utilizado nos estudos de RM é o gadolinio, o qual
foi introduzido para uso clinico em 1988. O gadolinio € um raro elemento
metalico lantanoide com propriedades ferromagnéticas. Por ser um metal, deve
estar na forma i6nica, para dissolver na agua e funcionar como meio de
contraste. Este contraste € um agente paramagnético, que induz o encurtamento
do tempo de relaxamento T1 dos nucleos de elétrons excitados, conduzindo ao
aumento de sinal e consequente aumento do contraste de determinados
tecidos®’. O gadolinio, é altamente paramagnético, até em baixas doses. Apds
administragao intravenosa em bolus, com a utilizagdo de uma bomba injetora, o
contraste difunde-se rapidamente pelo espagco extracelular, sendo
posteriormente eliminado de maneira inalterada pela filtragdo glomerular renal 8,

Os estudos de perfusdao miocardica por meio da RM se desenvolveram
consideravelmente na ultima década, tornando possivel a aquisicdo de planos
de sete a oito imagens em cada ciclo cardiaco no repouso e dois ciclos no
estresse, usando gradientes de alto desempenho e métodos hibridos
ecoplanares. Os estudos de perfusdo podem ser quantificados, mas também é
possivel a visibilizagdo direta das anormalidades de perfusdo, como defeitos
subendocardicos com menor captagao pelo contraste em relagdo ao restante do
musculo miocardico *°.

O uso da dinamica de captacdo do Gd a ressonancia magnética
(DCRM/perfuséo), anteriormente descrita para RM cardiaca, tem sido
recentemente utilizada como um método importante para avaliar varias doencas,

entre elas, do sistema osteomuscular, especialmente tumores * e
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#1492 sendo rara a sua aplicacdo no estudo tendineo**. A DCRM ¢,

artropatias
portanto, um método de imagem fisiolégico que avalia as cinéticas de realce do
agente de contraste. Como as sequéncias de RM s&o realizadas durante e
imediatamente apos a injec¢cdo de bolus do agente de contraste, a RM reflete a
distribuicao inicial do contraste nos capilares e tecido intersticial**. Esta técnica
fornece informagdes como a vascularizagcdo do tecido, perfusdo e
permeabilidade capilar. Os padrdes estaticos usuais de imagens com gadolinio
sdo realizados, usualmente, com sequéncias longas de alguns minutos e apos a
injecdo do agente de contraste *°, ja na fase onde o agente de contraste esta
em equilibro entre os vasos sanguineos e os espacgos intersticiais 44, o que nao
representa o realce fisiologico. As imagens obtidas por DCRM representam uma
nova técnica de avaliacdo dinamica do tendao na fase pods-contraste, que
poderia contribuir com informacdes sobre a permeabilidade vascular nas
estruturas avaliadas.

A frequéncia de ruptura do tenddo de Aquiles tem aumentado e,
provavelmente, esta relacionada a pratica de esportes de maior demanda sendo
submetidos a maior carga, ocorrendo mais comumente em homens acima de 40
anos. O melhor tratamento ainda € controverso e a recuperacdo pode demorar
cerca de um ano. Muitos pacientes ndo apresentam recuperagao completa de
forga e fungdo, mesmo com intensa reabilitacgo*®.

Tem-se se demonstrado, nos ultimos anos, que a reabilitacido acelerada
com deambulag&o precoce é importante na recuperagao pos-cirurgica do tendao

de Aquiles*’**®. O sucesso desta terapéutica esta na capacidade de se minimizar

27



o risco de nova ruptura e de outras complicagdes™.

O estudo do PRP no tratamento de afec¢gbes do tendao de Aquiles foi
realizado em poucos estudos em seres humanos, sendo destes um ensaio
clinico randomizado?’ e cinco series de casos prospectivos **°1°2%3% A maioria
dos tenddes (81%) foram tratados com uma unica injecéo focal de 3 a 4 ml de
PRP. Em uma série de casos de pacientes com tendinopatia de Aquiles, ndo
responsiva ao tratamento conservador, duas inje¢des guiadas por ultrasom (US)
e escarificagdes extensas, foram eficazes na redugcao da dor, melhora da fungao
e melhora da estrutura do tenddo como avaliado pela US®'. Apesar de melhora
clinica e estrutural relatada em estudos néo controlados, o estudo randomizado
nao conseguiu demonstrar diferenga estatistica entre os grupo com e sem PRP.

Existem poucos trabalhos experimentais que abordam o uso do PRP e,
em geral, a avaliagdo dos resultados é feita apenas por analise histolégica55'56.

Tendo em vista que na pratica clinica o método de avaliagdo deve ser indireto e

nao invasivo, realizou-se o presente estudo incluindo avaliagdo por imagem.
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2. JUSTIFICATIVA

Os primeiros relatos do uso do PRP em cirurgia datam de meados da
década de 1990, em cirurgias bucomaxilofaciais. A partir de entdo, o PRP vem
sendo utilizado em diversas areas da Medicina e Cirurgia, inclusive na Ortopedia
e Medicina Esportiva. Apesar de ser um assunto bastante discutido e debatido
na atualidade, ha uma caréncia de estudos prospectivos, randomizados, de
elevado nivel de evidéncia cientifica, que corroborem sua utilizagio.

Em estudos animais, a extensao, localizacédo e tempo de evolugao da leséo
podem ser padronizados experimentalmente. As lesbes tendineas e
ligamentares traumaticas em seres humanos sdo muito heterogéneas, o que
dificulta o seu estudo e avaliacdo do resultado do tratamento.

Este € um trabalho cujo objetivo é avaliar a aplicagdo do PRP na
regeneracdo do tendao de Aquiles em coelhos utilizando-se de métodos
histolégicos e por RM com e sem perfusdo como método de avaliagdo da
cicatrizagéo tendinea. A avaliagao portanto utilizando-se um método de imagem
nao invasivo, como a ressonancia magnética, € um modelo que pode vir a ser

utilizado na pratica médica.
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3. OBJETIVO
Avaliar o efeito do PRP na regeneragao do tergo central do tendao de Aquiles,

por meio da ressonancia magnética e analise histologica.
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4. METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 22 coelhos machos, brancos, 6 meses, da ragca New
Zealand, obtidos da Fazenda da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos no Centro de
Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina da UFMG, em gaiolas com
310 mm de largura, 550 mm de comprimento e 320 mm de altura, em
temperatura e iluminagdo ambientes, recebendo diariamente agua e alimento
completo para coelhos (Nutri-coelho- Agribrands do Brasil Ltda ). Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG
sob o protocolo numero 183/2012 (Anexo 1). O calculo do tamanho amostral foi
realizado segundo Armitage & Berry,1987°", sendo nove o nimero maximo de
animais encontrado por grupo de tratamento.

4.2 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em trés grupos:
Grupo 1 (n=4) = controle, sem intervencéo cirurgica no tendao de Aquiles
Grupo 2 (n=9) = intervengao cirurgica no tenddo de Aquiles e sem uso local de
PRP

Grupo 3 (n=9) = intervengao cirurgica no tendao de Aquiles e uso local de PRP
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Os grupos de animais estudados foram homogéneos entre si como mostra a
tabela 1.

Tabela 1. Peso dos animais,( média + desvio padr&o).

Grupo1 Grupo 2 Grupo 3
Controle Sem PRP Com PRP
Peso 2375+419,3% 2733+387,3° 2889+534,9°

Médias com diferentes sobrescritos diferem-se estatisticamente mediante

teste de Tukey.

4.3 Preparo do Plasma Rico em Plaquetas

Com o animal alerta, acomodado em uma caixa de contengao, coletou-se 9
ml de sangue na artéria auricular, por meio de pungdo com gelco numero 24
Gauge. Esta amostra foi distribuida em dois tubos de ensaios estéreis de 4,5 ml,
contendo 0,3 ml de anticoagulante ACD-A-citrato dextrose, que evita a ativagao
plaquetaria. Realizou-se hemograma, leucograma e contagem de plaquetas no
sangue total (Aparelho Abbott Cell-Dyn 3500; Abbott Laboratories, Inc, Abbott
Park, lllinois). Apos esta analise, o sangue total foi centrifugado durante 8
minutos a uma rotagdo de 800 rpm (centrifuga FANEM 4 - modelo 280R), em
temperatura ambiente. Utilizando-se uma pipeta, o plasma sobrenadante dos
tubos, foi coletado e transferido para um tubo unico, seco, estéril, seguindo-se
nova centrifugagéo, durante 15 minutos a uma rotagéo de 3000 rpom. Do produto

obtido, pipetaram-se os dois tergos superiores do sobrenadante (plasma pobre
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em plaquetas), que foram descartados, apdés a dosagem da sua concentragao
de plaquetas. O tergo inferior foi homogeneizado para a obteng¢ao do plasma rico
em plaquetas (PRP), que foi novamente avaliado por meio de hemograma,
leucograma e contagem de plaquetas. O procedimento de coleta e preparo do

PRP estdo demonstrados na figura 1.

N

<

:

Figura 1. a. coleta do sangue na artéria auricular; b. apds primeira centrifugagao
a 800rpm por 8 min c. Aspirando o sobrenadante d. Divisao do plasma rico e
pobre em plaquetas apos a segunda centrifugagdo a 3000 rpm por 15 min. e.
plasma pobre em plaquetas sendo aspirado. f. PRP ja homogeinizado e utilizado

para injecao no tendao.
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4.4 Procedimento ciruargico
Os animais foram pesados e, em seguida, anestesiados com injecao
intramuscular de uma solugédo contendo 40mg/kg de peso de hidrocloridrato de
dextrocetamina a 10% associada a 5mg/kg de peso de cloridrato de xilazina a
2%, na regiado proximal do membro pélvico esquerdo. Realizou-se tricotomia na
regido calcanear direita do animal que foi, logo apos, colocado em posigcéo
supinada. Fez-se a anti-sepsia com solugdo degermante digluconato de
clorexidina a 2%, seguida pela colocagdo de campos cirurgicos. Foi realizada
incisdo longitudinal na regido calcanear e dissec¢ao por planos anatdmicos com
identificacdo do tenddo de Aquiles (Figura 2). Realizou-se a exérese do tergo
central do tendao, que media 3 mm de largura e 10 mm de comprimento (Figura
3). Para identificar a localizagdo da porcao ressecada, foram colocados quatro
pontos com fio de nylon 5.0 nos angulos do defeito como referencias e
marcadores. Em seguida, por meio de sutura continua com fio de prolene 6.0,
fechou-se a bainha do tend&o (paratend&o) (Figura 4). No grupo de animais com
injecdo de PRP, apos fechamento do paratend&o, injetou-se o resultado da
concentracdo do plasma com volume médio de 0,5 ml de PRP no local da
ressecgao, utilizando seringa e agulha de insulina (Figura 5). A pele foi fechada
com sutura continua utilizando-se fio de nylon 3-0.
Apds o procedimento cirurgico, os animais foram colocados em suas
gaiolas, sem imobilizagdo do membro operado. Como analgesia pos-operatoria,
receberam dipirona sodica via oral na dose de 25 mg/kg de peso duas vezes ao

dia, por 7 dias.
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Figura 2: Procedimento cirurgico com exposi¢ao do tenddo de Aquiles do coelho.

Figura 3: Procedimento cirurgico do tendao de Aquilles do coelho, evidenciando-

se 0 segmento central do tendao de Aquiles sendo ressecado.
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Figura 5: Injecdo de PRP apds o fechamento da bainha tendinea.
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4.5 Ressonancia magnética

A ressonéncia magnética foi realizada, inicialmente, no grupo 1 (controle)
e apos quatro semanas da intervencdo cirurgica no grupo 2 e 3 (sem e com
aplicacdo local de PRP). Para a realizagdo dos exames, os animais foram
previamente pesados e sedados com injecdo intramuscular de Xilazina
(Calminum, Agener Unido, Brasil) na dose de 3.5 mg/kg e Cetamina (Ketamina
Agener 10%, Agener Unido, Brasil), na dose de 6 mg/kg.

Obteve-se acesso venoso com gelco 24 Gauge em uma das orelhas do
coelho (Figura 6 a,b,c) . O gelco foi acoplado a um extensor de duas vias (Figura
6 d) que foi conectado a uma bomba injetora (modelo Spectris MR Injector —
Medrad, Pittsburgh, PA, USA) para a administracdo de contraste.

Os estudos foram realizados em um aparelho de ressonancia magnética
HDxt Signa GE 1,5 Tesla (GE Healthcare, Milwaukee, WI, EUA). Em decubito
lateral direito, o membro posterior direito do coelho foi posicionado em uma
bobina de joelho de nove canais (um emissor e oito receptores) (Figura 7). Foi
utilizado a bobina de joelho devido a mesma ser capaz de utilizar o protocolo da
perfusdo que € uma sequencia volumétrica em trés dimensdes que é aceita
apenas em bobinas especificas. A maca de exame desliza para o interior do
magneto. O tunel de exame tem uma forma cilindrica e mede 55 cm de
didmetro, estando aberto em suas duas extremidades. Uma vez deitado o
coelho foi devidamente monitorizado, o calcaneo do animal foi posicionado de
forma que estivesse localizado no centro do magneto (isocentro). O contato

visual e auditivo com o animal foi, permanentemente, mantido.
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Figura 6. Técnica de acesso venoso na orelha: a. tricotomia e identificacdo da

veia; b. compressdo proximal da veia; €. canulagdo da veia com gelco 24
Gauge; d. conexao do gelco a um dispositivo de duas vias para injegdo do

contraste venoso durante a realizagado da RM.
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Figura 7. Posicionamento do coelho para a realizagdo da ressonancia

magnética.
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O protocolo consistiu de uma sequéncia axial e sagital ponderada em T2 com
supressdo de gordura, TR/TE: 5000/75 ms; espessura do corte de 2,5 mm;
matriz de 320 x 256; campo de visdo [FOV], 100 mm; numero de excitagdes
(Nex) 2; e de uma sequencia ponderada em T1, plano axial, TR/TE: 700/15 ms;
espessura de corte, 2 mm; matriz de 320 x 256; FOV, 120 mm, Nex, 2.

A série dinamica perfusional, com contraste utilizada foi 3D Spoiled
Gradient Recalled Echo (SPGR) no plano axial, com 1,2 mm de espessura de
corte, TR / TE; 2/7 ms, “flip angle 8", uma aquisicdo, FOV de 200, 128 de matriz
e TA 20 segundos. Estas sequéncias eram compostas por 30 cortes, apos
injecdo em bolus de gadopentetato de dimeglumine (Magnevist-Schering,
Berlim, Alemanha 469 mg/ml), na dose de 0,3 mg / kg de peso corporal. O bolus
do agente de contraste foi infundido a uma taxa de 1,5 ml/s, seguida por infusdo
de solugdo salina (10ml). A injegcdo de contraste foi iniciada, imediatamente,
apés a primeira sequéncia sem contraste da série dinamica. As cinco
sequéncias dinamicas com contraste, sem intervalos, foram iniciadas
concomitantemente a injegdo de contraste. Todas as imagens de realce
dinamicos foram subtraidos da primeira sequéncia SPGR, pré-contraste.

Um limiar minimo para exclusdo de sinal foi aplicado as imagens pos-
contraste para excluir da analise final todos os pixels fora do tenddo ou com
sinal baixo que impossibilitasse sua analise. Além disso, todos os pixels que
apresentaram uma curva mal definida (ou seja, com oscilagdes de intensidade
de sinal significativa no tempo) foram excluidos. Manteve-se fora de analise os

artefatos de imagem que pudessem afetar a qualidade da classificagéo.
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4.6 Parametros avaliados na ressonancia magnética

Os estudos de RM foram avaliados por examinador treinado com seis
anos de experiéncia em RM musculo esquelética, sem conhecimento de qual
grupo pertencia o exame.

Na fase sem perfusdo, avaliou-se no interior do tergo médio do tendao de
Aquiles a intensidade de sinal intrasubstancial, presenga de focos hiperintensos
e a heterogeneidade de sinal. Nas sequéncias ponderadas em T2 e T1 os
didmetros antero-posterior, transversal e longitudinal do tendao de aquiles foram

medidos, como pode ser visto na figura 8.

' Ler‘ugth:
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Figura 8: Medidas do tenddo a RM a. Corte axial em T2 com saturagdo de

gordura com a topografia da medida em antero posterior e transversal do tendao
( seta azul). b. Corte sagital em T2 com saturacdo de gordura demonstrando a
medida longitudinal do tend&o.

Na fase com perfusdo, a artéria foi a primeira a ser avaliada na imagem.

Verificou-se, automaticamente, os pixels com a maior diferenca de intensidade
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e, em seguida, foi realizado o estudo por meio da analise de curva com perfusao
do terco médio do tenddo. Identificou-se na porcao intra-tendinea a area que
poderia corresponder ao processo de cicatrizacdo. Foi realizado o mapa de
cores nas sequencias de perfusdo onde foi protocolado que a cor vermelha
representa maior intensidade de captacdo de contraste e azul menor
intensidade.

Medidas de realce pelo meio de contraste foram realizadas utilizando-se o
ROI que foi colocado na mesma distancia a partir da inser¢cdo do tendao de
Aquiles em todos os estudos de RM. O ROI circular com um didmetro de 2 mm
foi colocado na regido com maior reforco no estudo com mapa colorido,
evitando-se o plexo vascular e a bainha tendinea. Quando nenhum realce de
contraste foi encontrado, as medidas foram realizadas no centro do tend&o.

As analises foram realizadas em workstation ADW 4.6 GE com o functool
por dois radiologistas experientes, de forma independente, comparando-se o

padrao de curvas de realce pelo meio de contraste.

4.7 Eutanasia dos animais e coleta dos tendoées

A eutanasia foi realizada com uma dose letal de anestésico intravenoso
com solugao de hidrocloridrato de dextrocetamina e cloridrato de xilazina logo
apos a realizagdo da RM (CCAC, 1998), respeitando-se a resolugdo n° 1000 de
11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria e a Resolugao
normativa nimero 13 de 20 setembro de 2013-CONCEA®®.

ApoOs a eutanasia, realizou-se tricotomia na regido calcanear. Abertura por
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planos anatémicos com identificacdo dos fios previamente colocados na regido
operada. Realizou-se o corte na jungcdo miotendinea e junto a insercdo do
tenddao no calcaneo. A peca foi, imediatamente, acondicionada em frasco
apropriado com solugcdo tamponada de formol a 10% e identificada com o
numero do respectivo animal.

As carcacas dos coelhos foram descartadas conforme o Plano de Gestao
de Residuos em Servigos de Saude e as normas de biosseguranca da

Resolucdo n°5 de agosto de 1993, do Conselho Nacional do Meio Ambiente.

4.8 Processamento e analises histolégicas

Os tenddes foram fixados em formol a 10% por 24 horas. Foram
identificados o local de sutura da bainha tendinea, assim como, o0s pontos
previamente posicionados para delimitar o defeito (Figura 9a). Realizou-se
seccao na regido central do tenddo em dois pontos de modo a obter-se uma
fatia central (Figura 9b e c). Esta fatia foi posicionada em recipiente proprio
(Figura 9d) para processamento automatico com desidratacdo em série
crescente de alcoois (70%, 80%, 95% e 100%) e diafanizagdo em tres banhos
de xilol com posterior inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes histologicos de
5 micrémetros de espessura. Seguiu-se a coloragao de rotina em hematoxilina e
eosina (HE).

As laminas foram escaneadas em aparelho Pannoramic Middi, marca
3DHISTECH, Budapest, Hungria. A partir das imagens obtidas foram realizadas

medidas dos diametros antero-posterior e transversal do tendao, no intuito de se
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comparar o volume de tecido cicatricial entre os grupos.

As laminas foram analisadas por examinador experiente, sem
conhecimento de qual grupo pertencia o animal, sobre os seguintes aspectos:
presenca de tecido de granulagao, arranjo dos fibroblastos no tecido tendineo,
presenca de capilares, e presenca de células inflamatdrias.

Para cada animal, colocou-se lado a lado as imagens obtidas nos cortes
tranversais da RM e secgdes tranversais nos cortes histoldgicos para avaliar se

havia correspondéncia entre os achados histologicos e aqueles encontrados na

RM, procurando-se  0s marcadores  de pontos  cirurgicos.

Figura 9. A. identificacdo da sutura e pontos de reparo; b. e c. secgéo
transversal em dois pontos da regiao central do tendao no grupo sem PRP (b) e
no grupo submetido a intervengado cirurgica com PRP (c); d. fatia central

posicionada em cassete para processamento histolégico automatico.
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4.9 Andlises Estatisticas

Foi realizado teste de "D'Agostino & Pearson omnibus normality test" para
verificar a normalidade dos erros amostrais®®, juntamente com a avaliacdo dos
valores de assimetria e curtose. As variaveis que se apresentaram normalmente
distribuidas foram comparadas mediante teste de t de student nao pareado ou
analise de variancia seguida por teste de comparagdo multipla de Tukey
dependendo do caso. O teste de F ®° foi utilizado para comparar os modelos de
regressédo. O nivel de significancia (a) utilizado em todo o trabalho foi de 0,05.
5. RESULTADOS
5.1. Concentragao de plaquetas e de glébulos brancos no PRP

Na tabela 2 observa-se uma diferenga significativa nas médias da
concentragcédo de plaquetas, que no sangue total foi de 365,2 + 53,06 e no PRP
passou para 891,8 + 250,7 (teste de t ndo pareado, t(=6,33, p =0,0002). Houve
aumento médio de 244%, no numero de plaquetas. A tabela 4 ( em anexo)

mostra que a concentragao de glébulos brancos no PRP foi minima.
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Tabela 2: Resultados dos valores das concentragdes de plaquetas no sangue

periférico e no PRP, nos animais do grupo 3.

Animais grupo PRP Plaquetas sangue Plaquetas PRP
(n=9) periférico ( x 10°/ ml) (x10%/ ml)
1 354 689
2 336 807
3 466 879
4 390 564
5 361 1315
6 355 1222
7 280 752
8 332 759
9 413 1039
Média+DP 365+ 53° 891+ 250°

* As médias diferem-se estatisticamente mediante Teste t pareado (p<0,0002).
5.2 Ressonancia magnética nos trés grupos estudados

Na fase sem perfusdo, no grupo controle ndo operado (Figura 10), o
tenddo de Aquiles apresentou aspecto homogéneo e hipointenso, contornos
regulares e bem definidos, na avaliagdo com as sequéncias T1 e T2 sem
contraste.

Os casos operados com e sem PRP (Figura 11) apresentaram alteragbes
em todos os casos. o tenddo de Aquiles apresentou-se com alteragcdo da
intensidade de sinal nas sequéncias ponderadas em T1 e T2, com hipersinal

intrasubstancial, com contornos irregulares e mal definidos.
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Figura 10: Imagens na RM do tenddo de Aquiles ( seta branca) do coelho
numero 2 do grupo 1 (controle), a. corte axial T2, com saturagdo de gordura, b.
corte axial, T1 ( seta azul no paratenon) c. corte sagital T2 com saturacédo de
gordura. Observar a homogeneidade de sinal do tenddo que encontra-se

difusamente hipointenso.
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Figura 11: Imagens na RM do tend&do de Aquiles do coelho numero 2 do grupo 2
(sem PRP). a. corte axial T1; b. corte axial T2, com saturacdo de gordura, c.
corte sagital T2. Observar a heterogeneidade do tenddo que apresenta focos de

hiperintensidade de sinalem T1 e T2 ( setas) .
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Na fase com perfusdo, no grupo controle na sequéncia perfusional (Figura
12), ndo se observou captagdo de contraste significativa na analise subjetiva,
realizada pela visibilizagao direta das imagens. A bainha tendinea apresentou-se
fina sem realce pelo meio de contraste. O estudo da curva de captacédo de
contraste demonstrou uma discreta captagéo tendinea.

Nos casos operados sem (Figura 13) e com PRP (Figura 14), nas
sequéncias com uso de contraste, observou-se intenso realce pelo meio de
contraste, na porgao peri e intratendinea, facilmente visibilizado nas fases com
contraste e no mapa colorido. A bainha tendinea apresentou-se espessada com
intenso realce pelo meio de contraste. O estudo da curva de captagdo de
contraste mostrou intenso realce na regido de cicatrizagéo.

A variavel artéria tibial mostrou uma diferenga significativa entre o grupo
controle e os grupos com e sem PRP, no grupo controle a média foi de 1420
URM (Unidades de Ressonancia Magnética), desvio padrao de 770. No grupo 2
(sem PRP), o valor médio foi de 1107 URM, desvio padréo de 274 e no grupo 3

(com PRP) o valor médio foi de 721 URM, com desvio padrao de 265.
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Figura 12. Coelho 2 do grupo 1 (controle). a. ROI ( seta) no interior da artéria

tibial, b. mapa de cores demonstrando em vermelho areas com inclinagao de
aumento maximo de contraste, c¢. curva de captagcdo de contraste na artéria
tibial. d ROI no interior do tendao, e. mapa de cores demonstrando em vermelho
areas com inclinagdo de aumento maximo de contraste, f. curva de captacao de

contraste no tendao.
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Figura 13. Coelho 9 do grupo 2 ( operado sem PRP). a. ROI ( setas) no interior
da artéria tibial (seta), b. mapa de cores demonstrando em vermelho areas com
inclinagdo de aumento maximo de contraste, ¢. curva de captacdo de contraste
na artéria tibial. d. ROI no interior do tenddo, em sua porgdo onde apresenta
maior realce com hipersinal (seta), e. mapa de cores demotrando em vermelho
areas com inclinagdo de aumento maximo de contraste f. curva de captacao de

contraste no tendao.
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Figura 14. Coelho 9, do grupo 3 ( operado com PRP). a. ROI no interior da
artéria tibial (seta), b. mapa de cores demonstrando, em vermelho, areas com
inclinagdo de aumento maximo de contraste, ¢. curva de captacdo de contraste
na artéria tibial. d. ROI no interior do tenddo, em sua por¢cdo onde apresenta
maior realce e heterogeneidade de sinal (seta), e. mapa de cores demonstrando
em vermelho areas com inclinagdo de aumento maximo de contraste no interior

do tendao f. curva de captagao de contraste no tendao.
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Na figura 15, que mostra a comparagdo dos grupos com relagdo aos
padroes de curvas de captacdo de contraste, observa-se que houve uma
diferenca significativa entre as curvas resultantes no grupo controle com relagao
aos outros grupos (p<0,0001), rejeitando-se a hipdétese nula de que todos os
conjuntos de dados pudessem ser ajustados por um unico modelo. Porém, nao

houve diferenga significativa entre o grupo operado sem e operado com PRP

(p>0,05).
.. Controle
10001 Operado sem PRP
200 - - Operado com PRP
600 4
400+ B *
200 4
0 s
6
-200- a s
uéncia
Sequénclas &, ¢ 0,001

Figura 15. Padrées de curvas de captagdo de contraste, mostrando valores de
unidade de ressonancia magnetica (eixo y) e numero da sequéncia da

ressonancia no tempo ( eixo x) dos grupos.
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5.3 Variaveis diametro antero-posterior (DAP) e transverso (DT) do tendao
de Aquiles.

A tabela 3 mostra que os diametros antero-posterior e transverso foram
maiores nos grupos 2 (sem PRP) e 3 (com PRP) em relagdo ao grupo 1
(controle), com diferenga significativa entre os grupos (p<0,05). Entre os trés

parametros ndo houve diferenga entre os grupos com e sem injegdo de PRP .

Tabela 3: Média + desvio padrao das variaveis didametro

antero-posterior, transverso *.

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Controle Sem PRP Com PRP

Ap (mm) 4,22+0,57°  553%1,16°  5,96+1,10°

T (mm) 3,3240,58°  5,53+1,43° 528+1,90°

*Médias com diferentes sobrescritos diferem-se
estatisticamente mediante pos teste de Tukey (p<0,05); Ap
(didmetro antero-posterior), T (diametro transversal).
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5.4 Analise histolégica

O tenddo normal apresenta fibras organizadas, eosindfilas,
normoposicionadas (Figura 16). As fibras colagenas apresentaram no grupo
operado, sem (Figura 17) e com PRP (Figura 18), desorganizagdo de sua
arquitetura, fibras tendineas de aspecto desordenado, com maior numero de
nucleos, possivelmente relacionado a proliferagao dos fibroblastos.

Foi observado espessamento difuso do tecido peritendinoso (bainha
tendinea) nos grupos operados. O volume do tenddo na porgcédo tendinea
diminuiu nos grupos operados com os espacgos preenchidos por tecido colageno
de aspecto neoformado. Multiplos vasos proliferados e neoformados de paredes
finas. Redugdo do tecido gorduroso na bainha tendinea. Junto a area de

ressecgao do tend&o observa-se area de cicatrizacgao irregular.
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500 pm

Figura 16: Corte histologico transversal do tenddo de Aquiles de coelho do
grupo 1 (controle). Observa-se uma citoarquitetura preservada, com fibras
tendineas organizadas, eosinofilicas, vasos esparsos e bainha tendinea com
fina espessura, homogénea e organizada (seta). Coloragao HE .

( = ampliagao).
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500 ym

Figura 17: Corte transversal do tendao de Aquiles de coelho do grupo 2 (sem
PRP), demonstrando a area de ressecao do tendao com fibrose em cunha (seta
azul) e proximo a mesma observa-se regido com de perda da eosinofilia,
desorganizagao arquitetural com maior numero de nucleos (seta amarela).
Observa-se um espessamento da bainha tendinea e desorganizagdo de suas

fibras colagenas (seta preta). Coloragao HE. ( < ampliagao).
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500 um
>

Figura 18: Corte transversal do tenddo de Aquiles de coelho do grupo 3 (com
PRP), demonstrando a area de ressec¢éo do tendao com fibrose em cunha (seta
azul) e junto a esta regido observa-se area com perda da eosindfilia,
desorganizagao arquitetural com maior numero de nucleos (seta amarela).
Observa-se um espessamento da bainha tendinea e desorganizagdo de suas

fibras colagenas ( seta preta). Coloragao HE. ( <—— ampliagao).
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Figura 19: Corte histolégico ampliado do tendao da figura 18 a. demonstrando

corte ampliado com fibras organizadas, eosinofilicas, normoposicionadas. b.
corte ampliado da regido da seta amarela na figura 18 demonstrando aumento
do numero dos nucleos celulares, com consequente aumento do numero de
células, neoformagao vascular ( seta) e fibras desordenadas c. demonstrando
corte ampliado na bainha tendinea com espessura preservada, vasos esparsos
d. corte ampliado da regido da bainha tendinea demonstrando a mesma
espessada, com fibras desorganizadas, com areas de neoformagéo vascular (

seta). Coloragdo HE. ( <— ampliagao).
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Figura 20: Corte ampliado da regido da seta amarela na figura 19 demonstrando

aumento do numero dos nucleos celulares, com consequente aumento do
namero de células, neoformagdo vascular ( seta) e fibras desordenadas

Coloragao HE. ( < ampliacao).
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1500 pm

Figura 21: corte com maior ampliagdo do animal 2 grupo 2 demonstrando os
vasos neoformados no interior da area de tenddo em borda da regiao cicatricial,
Coloracao HE .

( = ampliacao).
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Figura 22: Detalhe de reagdo de corpo estranho de ponto cirdrgico para

marcacgao do local da ressecgéao tendinea (seta) (HE). ( < ampliagao).
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Figura 23: Corte transversal do tendao de Aquiles no coelho 2 do grupo 2,
(intervencao cirargica sem aplicacado de PRP), demonstrando area de fibrose
(seta) que se correlaciona com area de hipersinal a RM (HE).

( = ampliacao).
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5.5 Correlagao entre as imagens da RM e achados histolégicos nos trés
grupos estudados.

No grupo controle (Figura 25), o tenddo de Aquiles tem o seguinte aspecto
a histologia homogeneamente eosinofilico, fibras colagenas organizadas, de
contornos regulares e limites definidos. O que na RM correspondeu a porgao
tendinea com aspecto hipointenso, homogéneo, com contornos regulares e
limites definidos e discreto realce pelo meio de contraste.

Os grupos operados apresentaram-se de aspecto semelhante, o tendéo de
Aquiles tem aspecto, a histologia, de areas em cunha com tecido fibrocicatricial,
ricas em fibras colagenas de aspecto desordenado. Apresentaram
espessamento difuso da bainha tendinea, principalmente em sua porgao
posterior. Esses achados na RM correspondem a uma alteragdo da intensidade
de sinal intrasubstancial, com focos de hipersinal e espessamento da bainha
tendinea, que apresentou irregularidade dos contornos, notando-se intenso

realce pelo meio de contraste.
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Figura 24. Correlagdo das imagens histologicas ( imagem de histologia das
figuras 16, 17 e 18), a direita e RM com perfusédo ( imagem de RM das figuras
12, 13 e 14) a esquerda nos trés grupos estudados. Observar que as regides
fibrocicatriciais (seta preta) corresponderam as areas com focos de
hipercaptacéo de contraste na RM ( seta branca) .
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5.6 Medidas dos diametros antero-posterior e transverso pela microscopia

A figura 25 mostra que houve diferenga estatisticamente significativa na
variavel medida antero-posterior entre o grupos operados e o controle, mas nao

entre dois grupos operados sem e com PRP.

8000
8000 - 1 * ]
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6000 -

4000
4000 -

micrometros
micrometros

2000 2000

Antero Posterior Transversal

Figura 25: Andlise das medidas microscopicas dos diametros dos tenddes de
Aquiles nos trés grupos estudados. a didmetro antero-posterior b didmetro

transversal. Teste de Tukey (p<0,05).
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6.0 DISCUSSAO

6.1 Modelo animal

O estudo das tendinopatias e rupturas do tendao de Aquiles, com relagéo
a cirurgia e reparagdo, depende muito de modelos animais®®2. O coelho tem
sido utilizado para a pesquisa do tenddao porque € amplamente disponivel, de
facil manejo e o tamanho do tenddo de Aquiles é adequado, tanto para a
avaliacdo histolégica, como por imagems26364,

O coelho foi escolhido como modelo animal, também pela facilidade da
coleta de sangue na orelha em quantidade suficiente para o preparo do PRP,
pois 0 mesmo animal utilizou o PRP produzido de seu proprio sangue evitando
reacdes cruzadas. Porém, esta coleta deve ser na artéria, pois quando tentou-se
obter o sangue por pung¢ao venosa, observou-se que o fluxo sanguineo era lento
e a quantidade escassa, 0 que desencadeava a coagulagdo do sangue, mesmo

com a utilizacdo de anticoagulante (citrato de sodio) na seringa da coleta. O

mesmo ndo aconteceu quanto repetiu-se o método na puncgéo arterial.

6.2 Concentracao de plaquetas no PRP

Varios métodos sao descritos para a obtencao do PRP. Tentou-se replicar
as velocidades de centrifugagdo recomendadas sem, entretanto, obter-se éxito.
Somente apos varias tentativas é que se conseguiu padronizar as velocidades
de centrifugacdo. A primeira centrifugagcédo (800 rpm) foi mais lenta para evitar

que as plaquetas sedimentassem na interface com as hemacias. Nesta
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velocidade elas permaneciam no plasma sobrenadante, enquanto apds a
segunda centrifugagdo, que foi mais rapida (3000 rpm), as plaquetas se
concentraram na porcgao inferior do plasma, denominado de plasma rico em
plaquetas. Para confirmar-se que o dois tergos superiores do plasma eram pobre
em plaquetas foi realizada dosagem das mesmas nesta porgdo, e que
posteriormente foi descartada.

A concentracdo ideal de plaquetas no PRP ainda ndo € bem definida,
porém é citada a concentragdo em torno de 600 000/mm>%>%® No presente
estudo, a concentracdo média de plaquetas foi de 895 000/mm?® o que
representou um aumento médio de 2,44 vezes a concentragao de plaquetas no
sangue periférico, e esteve dentro do preconizado como satisfatério pela maior
parte dos estudos que abordam este assunto °7¢7:68:69,

A presenca de leucocitos pode influenciar as propriedades do PRP, devido
a presencga de mieloperoxidase, que tem atividade proé-inflamatoéria e variagoes
nas quantidades de fatores de crescimento, alguns presentes nos leucécitos. A

concentracdo de leucdcitos mostrou ser residual no PRP obtido neste estudo

(média de 0,91/mm?).

6.3 Ressonancia magnética sem perfusao como método de avaliagao

O tendao de Aquiles humano é, geralmente, o mais comprometido nos

membros inferiores’™® "'. A literatura apresenta resultados sobre a utilidade deste

l72

método no exame da tendinopatia do Aquiles. Karjalainen et al’“ examinando
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tenddes de Aquiles com ressonancia magnética documentaram a sensibilidade
da RM na deteccdo de anormalidades em cerca de 94% nos casos da presencga
de dor no Aquiles, com uma especificidade de 81% e acuracia de 89%. A
concordancia interobservador para os resultados de RM foi boa em todas as
categorias, no entanto, varios pesquisadores demonstraram uma sobreposigao
dos achados de imagem em individuos sintomaticos e assintomaticos™ ™. A
presenca de heterogeneidade de sinal e aumentos sutis de sinal intrasubstancial
ou pequenos focos puntiformes de aumento de sinal em T1 pode representar
anatomia normal da fascia ou pequenos vasos’3. Em outro estudo, demonstrou-
se que em individuos assintomaticos, areas de isosinal em T2 pode representar
tendinopatia assintomatica/degeneracdo mucoide. No entanto, areas de
hipersinal T2 e tenddes espessados foram associados a sintomas cronicos’4.
Diante disso, sugere-se a importancia de avaliagdo de novos métodos de
imagem, como sequencias adicionais aos estudos padrdo como a perfusdo que
estamos testando.

No presente estudo encontrou-se correlagdo entre o achado de hipersinal
intrasubstancial em T2 e focos de isossinal em T1 e a presenca de alteragdes

cicatriciais a histologia. Nos tenddes dos coelhos controle n&do observamos

alteracdo de sinal intrasubstancial a ressonancia ou altera¢des a histologia.
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6.4 Ressonancia magnética com perfusao como método de avaliagao

O coelho tem sido amplamente utilizado para pesquisa em relacdo ao
tenddo de Aquilest26364 No entanto, poucos estudos avaliaram este tendao
utilizando a RM™>"®77

Estudos experimentais mostram que o maior efeito do PRP ocorre nas

fases iniciais da cicatrizacdo e regeneracéo tecidual '92%?

, € por esta razao,
optou-se por realizar a RM decorridos 30 dias do procedimento cirurgico. Teve-
se a intencdo de avaliar a cicatrizacdo em fase de remodelacdo que,
usualmente, inicia-se na segunda e terceira semana do processo cicatricial.
Desta maneira, seria compativel com o tempo minimo para inicio do seguimento
nos estudos clinicos que utilizam a RM para avaliar seus efeitos em relagcéo ao
uso de PRP como tratamento de lesdes tendineas e ligamentares "®"° .

A RM do tendao de Aquiles de coelho no plano axial, com 2 mm de
espessura, permite uma visdo detalhada que corresponde as relacdes
particularmente encontradas em anatomia seccional. As imagens sagitais, com 2
mm de espessura, foram menos uteis, o que pode ser explicado pela reduzida

dimensao dos tenddes e a rotacdo dos mesmos em relacdo ao plano antero-

posterior.
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6.5 Resultados da artéria tibial posterior, diametro AP e Transversal

A variavel artéria tibial mostrou uma diferenga significativa entre o grupo
controle e os grupos com e sem PRP. Nao houve diferenga na técnica cirurgica
e ndo se esperava que o PRP pudesse ter causado um efeito de massa ou
sindrome compartimental sobre o membro acometido. O achado somente
sugere uma diferenga fisioldgica no grupo, talvez por motivos de arrefecimento
da sala. Entretanto, este parametro (artéria tibial) ndo teve o propdsito de
diferenciar os resultados com relacdo ao uso do PRP e foi uma medida apenas
para confirmar a presenca do contraste no membro avaliado.

Alguns estudos tem avaliado a medida do didmetro antero posterior e
transversal e/ou a area em regido de cicatrizagdo como medidas da area de

cicatrizagao®®®!

, com resultados conflitantes. No entanto optou-se por realizar
este tipo de medida por se correlacionar com as medidas de imagem e terem
interessante importancia na pratica clinica.

Os resultados obtidos em relacdo as medidas dos diametros antero-
posterior e transversal, ndo apresentaram diferengas entre os grupos sem PRP
e com PRP, o que permitiu a conclusdo de que o uso PRP nao interferiu nestas
medidas, decorridos 30 dias da intervengdo cirurgica. Esperava-se que as
medidas no grupo com uso de PRP estivessem mais préximas daquelas do
grupo controle. Entretanto, quando observou-se uma diferenga significativa, com

ambos apresentando medidas superiores em relacdo ao grupo controle,

permitiu-se inferir que o processo cicatricial foi responsavel por esta diferenca.
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Este fato foi confirmado pela analise histolégica que mostrou grande parte do
tendao substituida por tecido cicatricial, além de uma bainha tendinea
espessada.

No presente estudo apenas as medidas dos didmetros foram utilizadas
como variavel quantitativa para avaliacdo da regeneragcédo tendinea. Estas
medidas poderiam traduzir o resultado da cicatrizacdo. Pode ser que tenha
havido diferengas quanto a expressao de outros potenciais marcadores, como
por exemplo, aqueles de fibrose e angiogénese. Porém, estas medidas n&o
foram realizadas nesta etapa deste estudo. Novos estudos deverdo ser

realizados para elucidar questdes da influéncia do PRP nestes parametros.

6.6 Valores das sequéncias de RM com perfusao

Foi observada uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001)
entre as curvas resultantes no que diz respeito ao grupo controle e ao grupo
operado, ndo houve diferenga entre os grupos operados com e sem PRP. Esse
resultado provavelmente se deve ao fato do tenddo normal, no grupo controle,
usualmente, ndo apresentar realce significativo pelo meio de contraste, por
apresentar menor vascularizagdo, inclusive em estudos histolégicos, que
demonstram que a sua vascularizacdo € provida, sobretudo, pela bainha
tendinea®. Nao é esperado, portanto, para o tenddo sem cirurgia, realce
intenso pelo meio de contraste, em virtude de se tratar de uma estrutura
considerada relativamente pouco vascularizada.

O principal achado deste estudo foi a diferenga do pico maximo de realce
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de contraste na perfusdo/ DCRM do tend&do de Aquiles, entre os grupos que
sofreram intervengéo cirurgica e o controle. O mecanismo pelo qual observa-se
o realce de contraste nas tendinopatias e no pos-operatorio ndo € totalmente
compreendido. Sabe-se que o agente de contraste, primeiramente, se distribui
no interior do compartimento vascular e depois se difunde para o intersticio
extracelular. O aumento da vascularizacdo e/ou permeabilidade vascular, ou
mesmo o aumento do volume do estroma intersticial, pode explicar a elevagao
do realce em areas patologicas e ndo no tecido normal circundante, como foi
também demonstrando nos casos comparativos de imagem de ressonancia com

a analise histologica %%,

6.7 Eficacia do PRP

Os ensaios clinicos empregando o PRP em tendbes e ligamentos, como

25,26

rupturas do tenddo de Aquiles®, tendinopatia patelar®?®, epicondilite do

cotovelo® e lesdes do ligamento cruzado anterior 2

geraram resultados
conflitantes, dependendo do tipo de estudo e do desfecho avaliado. Grande
parte dos estudos ndo sdo prospectivos ou randomizados e, desta forma, seu
nivel de evidéncia é limitado®%.

Neste estudo ndo se observou diferengas entre os grupos com e sem o
uso do PRP. Nossos resultados estdo de acordo com Schepull et a ¥/, que em
2010, em um estudo prospectivo e randomizado, ndo demonstraram eficacia do
PRP no tratamento de lesbdes do tendao de Aquiles. Em consonancia, também,

l29

com Nin et a que avaliaram o efeito do PRP nos resultados clinicos de
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reconstrugdo do ligamento cruzado anterior com aloenxerto de ligamento da
patela, em um estudo prospectivo, randomizado, duplo cego, em um total de
cem pacientes. Estes autores nao observaram diferenga entre os grupos com
relacado a estabilidade articular, presenca de sinais inflamatérios, escala de dor,
ou imagem de ressonancia magnética nos pacientes com uso de PRP.

Um estudo biomecanico do tecido regenerado poderia acrescentar valiosas
informagdes. Foram publicados estudos experimentais avaliando o efeito de
fatores de crescimento isolados, e mais recentemente do PRP, na regeneracao
do ligamento da patela em ratos e coelhos. Esses estudos demonstraram
aumento da resisténcia, rigidez e regeneracgéao tecidual do ligamento com o uso

dessas substancias 3%

. Entretanto, este tipo de avaliagdo nao foi possivel de
ser realizada em nosso meio, pela indisponibilidade de equipamentos

adequados.

6.8 Analise histolégica

O estudo histolégico dos grupos ndo operado e operado apresentavam
alteragdes consequentes a cirurgia sobre o tenddo. Entre os grupos operados
com e sem PRP, nao houve diferenga entre os grupos com relagdo a presenga
de areas de fibrose, o desarranjo arquitetural das fibras colagenas e vasos
neoformados pelo método de hematoxilina eosina.

Na variavel medida transversal ndo existiu diferenca entre os grupos
operados e houve diferenga, estatisticamente significativa (p < 0,05), entre o

grupo controle e o grupo operado sem PRP, devido a sobreposi¢cdo dos desvios
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padrao, portanto estatisticamente, ndo houve a diferenca. Como o trabalho
envolveu um experimento, possivelmente com mais um ou dois experimentos
iguais pudessemos mostrar essa diferenga bioldgica, de maneira estatistica.

O estudo histologico utilizando a coloragédo HE foi realizado também em
outros estudos que avaliaram a cicatrizacdo tendinea em modelos

88.,89.90 tilizando

experimentais, pelo método de qualificacdo da cicatrizagao
técnica e descrigdes compativeis a utilizada neste estudo. Outros trabalhos que,
utilizaram modelos experimentais de lesdo do tendao de Aquiles com uso de

| °1. demonstraram resultados semelhante a este,

PRP , como de Parafioriti et a
em seus grupos com 4 semanas apds a cirurgia. No entanto Kaux et al %,
avaliando diferengas entre os grupos com lesédo tendinea, com PRP em ratos,
quando analisou diferengas entre os grupos quando avaliado o tipo de colageno,
observou aumento do colageno tipo | com 30 dias apds cirurgia.

Na avaliagéo histolégica das tendinopatias como do Aquiles, do manguito
rotador, na origem do tendao extensor radial curto do carpo ( epicondilite lateral)
e do tendao patelar (Jumpers Knee), um achado frequente é o aumento da

matriz extracelular®**,

Observa-se, ainda, um desarranjo das fibras colagenas,
aumento da vascularizagéo e celularidade, mas sem qualquer célula de infiltrado
inflamatorio®. Achados semelhantes ao que encontramos em nosso estudo

animal, o que sugere ajuda a corroborar o potencial de estudo por meio da

DCRM, nestes pacientes.
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7.0 CONCLUSAO
Na avaliacdo feita por meio de ressonancia magnética e analise histoldgica, a
utilizacdo do PRP n&o influenciou na regeneracdo do tenddo de Aquiles,

decorridos 30 dias da intervengao cirurgica.
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8.0 PERSPECTIVAS

Estudos envolvendo marcadores especificos para a neovascularizacido e
angiogénese, em fases do processo cicatrizagdo, poderdo ser desenvolvidos
para elucidar questdes quanto ao papel do PRP nas diferentes fases da
cicatrizagao tecidual, assim como estudos funcionais também poderao ser uteis
para melhor interpretagdo dos resultados histolégicos e por imagem.

Este trabalho podera abrir um campo de estudo para ajudar a
compreender o processo de cicatrizagdo apos cirurgia € o uso do PRP no
mesmo®. Alguns estudos demonstram a correlagdo entre areas de dor maxima
e hipervascularidade maxima, em tenddes, abrindo campo para métodos que
avaliem a vascularizagdo dos tecidos® % %,

A perfusdo/DCRM ¢é uma técnica com potencial de demonstrar alteragcoes
no tendao de Aquiles operados, com diferentes padroes de realce de contraste,
em relacdo ao grupo controle e poderia ser usada em estudos cientificos,

especialmente, em ensaios clinicos, no controle dos diferentes tipos de

tratamento, desde a ruptura a tendinose.
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10. ANEXOS
10.1 PARECER DO CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 183 / 2012, relativo ao projeto intitulado ““O USO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) NO
TRATAMENTO DE LESAO TENDINEA EM COELHOS™, que tem como responsavel VIVIAN RESENDE, est4 de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 03/07/2012. Este certificado espira-se em 03/07/2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 183 / 2012, related to the Project entilted “THE USE OF PLATELET RICH PLASMA ( PRP)
FOR TREATMENT OF TENDINEOUS LESION BY IN RABBITS", under the supervision of VIVIAN RESENDE, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and
was approved in 03/07/2012. This certificates expires in 03/07/2017.

Renata Adriana Labanca de Almeida Santos
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 03/07/2012.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceual
Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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10.2 Tabela 4.

Tabela 4. Valores de neutrdfilo, linfécito, mondcito, eosindfilo e basofilo no PRP.

Animais Neutrofilo Linfocito Monécito Eosindfilo Basdfilo
grupo (x 10°/ ml) (x 10°/ ml) (x 10°/ ml) (x10°/ml) | (x10°/ml)
PRP

1 0,114 0,932 0,123 0,003 0,040
2 0,067 0,324 0,11 0,001 0,005
3 0,050 0,115 0,09 0,005 0,030
4 0,003 0,302 0,016 0,001 0,004
5 0,061 0,318 0,062 0,002 0,034
6 0,019 1 0,031 0,001 0,033
7 0,560 0,15 0,337 0,002 0,094
8 0,002 1,24 0,162 0,000 0,045
9 0,114 0,932 0,123 0,003 0,040
Média 0,11 0,59 0,12 0,002 0,04
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Reginaldo Figueiredo (UFMG).

A Comissao considerou @ dissertag@o:

3 Aprovada
() Reprovada
Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por

mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 09 de maio de 2014.
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Prof(a). Vivian Resende ( Doutora )
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Prof(a). Ubiratan Brum de Castro ( Doutor )

| Aetuwcina N cv Kedzih at
Prof(a). Adriana Maria Kakehasi ( Doutor )

!'. v\;}m
Prof(a). Reginaldo Fﬁia\é\% ( Doutor )
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