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RESUMO

Objetivo: Avaliar e comparar o efeito do uso de plasma eicoplaquetas (PRP) e fibrina
rica em plaquetas (PRF) no reparo do tendao deeésg(iiA) de ratos.

Material e Métodos: Foram utilizados 48 ratos machos adultos disuliisirandomicamente
em trés grupos experimentais: PRP, PRF e Contedkigdo salina 0,9%). Uma incisdo
longitudinal de 3 cm foi realizada na perna diraia cada rato, a fim de expor o TA.
Posteriormente, fez-se uma ruptura horizontal nenmee sendo a reparagéo realizada com
sutura do tipo Kessler, onde na sequéncia foi agticSOuL do tratamento em questéo.
Passados 14 e 28 dias pds- operatorio, a parteesgapia do TA foi removida, inicializando
assim o processo histologico (Hematoxilina/EosiR&rosirius Red) para obtencdo de
resultados. Os dados obtidos foram expressos abdd\s% de significancia (p < 0.05) com
média + EP.

Resultados:Ao comparar os trés grupos entre si, quanto aodemgrea de colageno tipo | e
lll, houve diferenca estatistica somente entre upgrControle (16.22%) e o grupo PRP
(37.16%) aos 14 dias apds o tratamento, ndo sehservada diferenca estatisticamente
significativa nos outros grupos. Da mesma formango comparados intra-grupos em 14 e
28 dias, o grupo PRF apresentou diferenca sigtiifec@ara coldgeno | (27.76% e 47.74%) e
Il (66.94% e 46%) respectivamente. Grupo Contddmonstrou diferenca significativa para
colageno tipo | (14.20% e 40.90%), ndo sendo obsrqualquer diferenca significativa no
grupo PRP. Quando avaliados na coloracdo Hemataxié Eosina, PRP e Controle
apresentaram-se semelhantes nos tempos avaliatesg)dd apenas quanto a presenca de
hemorragia, que foi mais expressa no grupo PRRo gaupo PRF demonstrou-se mais
organizado, principalmente no tempo de 28 dias dmacomparado aos outros dois
tratamentos.

Conclusédo: Os dados obtidos neste trabalho sugerem que aa&iRica em Plaquetas tem
tendéncia a promover a regeneracado acelerada déotete Aquiles de ratos, trazendo

perspectivas promissoras para futuras utilizacaedinica.

Palavras-chaves:reparacao tecidual; fatores de crescimento; les&oido; plasma rico em

plaquetas; fibrina rica em plaquetas.




ABSTRACT

Objective: To evaluate and compare the effect of using RiaRich Plasma (PRP) and
Platelet-Rich Fibrin (PRF) in the repair of the Algs tendon (TA) of rats.

Material and Methods: Forty-eight adult male rats randomized into theegoerimental
groups: PRP, PRF and Control (saline 0.9%). A 3lamgitudinal incision was made in the
right leg of each rat in order to expose the TAekait was a break in the same horizontal, and
the repair performed with suture Kessler-type, wtien sequence was applied 50 pL of the
treatment in question. After 14 and 28 days postipely, the targeted part of the TA was
removed, thus initializing the histological prodegs (Hematoxylin/Eosin; Sirius Red) to
obtain results. The data obtained were expressBéoagignificance level (p <0.05) with mean
+ SE.

Results:When comparing the three groups together, asn® &and area of collagen type | and
[ll, only statistical difference between the cohtgroup (16.22%) and the PRP group
(37.16%) at 14 days after the treatment, no sidibt significant difference was observed in
the other groupsn the same waywhen compared within groups of 14 and 28 days,RRF
group showed a significant difference for collagg27.76% and 47.74%) and Il (66.94%
and 46%) respectively. Control group showed sigaift difference in collagen type |
(14.20% and 40.90%), not observed any significafference in the PRP group. When
evaluated on Hematoxylin/Eosin staining, PRP armdrobwere similar in the times studied,
differing only in the presence of hemorrhage, thas more expressed in the PRP
group. Already the group PRF has shown to be magganized, especially in time of 28 days
compared to the other two treatments.

Conclusion: The data from this study suggest that the Plakiet- Fibrin tends to promote
the accelerated regeneration of the Achilles termforats, bringing promising prospects for

future use in the clinic.

Keywords: tissue repair, growth factors, injury, tendon,t@let-rich plasma, platelet-rich
fibrin.
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1. REFERENCIAL TEORICO

Formado por tecido conjuntivo denso, o tendao é&taaido por fibroblastos e matriz
extracelular, onde estdo imersas as proteinasséibrde colageno e elastina, tais como as
glicoproteinas, as proteoglicanas, e os mucopatsaieos’.

O tenddo é um conjunto de fibras colagenas compagie conectam o musculo ao
0sso, possuindo aproximadamente 70% de A&gua, séwdo parte associada aos
glicosaminoglicanos da matriz extracelffarSegundo Kharet al (1999%°, os tenddes
normais sdo brancos, possuem aspecto brilhantetweadibroelastica, demonstrando desta
forma, grande resisténcia a cargas mecatiicas

O colageno, constituinte basico do tendéao, reptaseé 95% de seu peso, sendo sua
maior proporcéo referida ao colageno tipo | e mai®sl0% de colageno tipo I Além
destes constituintes, estdo presentes ainda amdaimente 2% de elastiia® e, conforme
Ahtikoski et al (2003§, uma pequena quantidade de colageno tifSo IV

Na sintese de colageno, a enzima lisil oxidaseeartedeterminados grupos de lisina e
hidroxilisina em aldeidos, que espontaneamentedoriigacdes cruzadas que estabilizam as
fibras colagendé Colageno tipo | e Il sdo os principais comporerda matriz extracelular
em tenddeS. Para que o reparo do tend&o ideal seja realizadager-se concomitantemente
elevada expresséo de colageno tffo |

As fibras colagenas dos tenddes estdo dispostamaiira a oferecer maxima
resisténcia as forcas que atuam sobre o t&Ciffon funcéo disso, tais fibras sdo organizadas
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longitudinalmente, transversalmente e horizontateyesom fibrilas de colageno longitudinais,
formando assim, corddes espirais.

Tal estrutura possibilita ao tenddo grande capdeid& equilibrar for¢as longitudinais,
transversais, horizontais e rotacionais durantasi@s atividades e movimemogAs fibrilas
de colageno séo cristalinas e longas e nos teratdaggra sao extremamente alinhadas para
que haja a integridade estrutural e funcional nbduaecidd”.

Mesmo parecendo ser uma ocorréncia rara, a ruptutanddo de Aquiles tornou-se o
tipo mais comum de lesao relacionada ao esporidptema incidéncia anual estimada em 1
ruptura a cada 10.000 pess8asendo considerado um crescente problema naaaé@ietas,
mas também para toda a sociedade

O suprimento vascular do tenddo, mais especificeenea tendao intra-sinovial, &
significativamente reduzido apés ruptir&

Conforme Enwemeka (198%3) a cicatrizacdo primaria do tenddo ocorre em
aproximadamente 6 semanas, o contrario do queeonarmaioria dos tecidos moles, que, por
sua vez, necessitam de 7 a 10 dias.

Conforme a autora, tal tempo € de extrema valia gae o tendao adquira a resisténcia
necessaria a fim de transmitir de maneira efickarga gerada por seu musculo homodnimo.
Concomitantemente a esse periodo, é realizadakiliragéo do tenddo por meio de g&éso

No entanto, longos periodos de imobilizacdo acarredm diversas complicaces, tais
como atrofia muscular, tromboflebite, aderénciaso{eutaneas, osteoartrite, alteractes
troficas neurais, necrose da pele, osteoporosereptera, que prejudicam a reabilitacdo
motor&*. Além disso, a imobilizacéo inibe a circulacdogdnea e a regeneracdo nervosa no
local da lesdo, que s&do processos vitais paracpreacuma cura eficaZ

O tendao imobilizado, duas semanas poés-rupturaedm processo de cicatrizacao,
acarretando uma baixa producdo de fatores de wrestn, proteinas, colagenos e,
posteriormente, reduzidas propriedades biomecadiztascidd’ %

Em ratos o tenddo intacto é praticamente desprod@dibras nervosas e vasos
sanguineos, que estdo localizados no paratenotgremdo tecido conjuntivo. Porém, apos a
lesédo, novos vasos sanguineos e fibras nervosascapano tendao lesionado, fornecendo
fatores de crescimento (FC) e liberando diferemteliadores neuronais, vitais para o
repard™.
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Patologias tendineas ocorrem constantemente nacimedrtopédica, onde ruptura
total e transeccdes acidentais do tend&o geralrimetitam a pratica cirGrgi¢a

Abordagens cirargicas ideais para o reparo de tegda realizadas a fim de aproximar
as duas extremidades, acelerando, assim, a cigg#tdZ Nas rupturas no tenddo de Aquiles,
ndo somente naquelas tratadas cirurgicamente gésé um periodo de imobilizat&o

A reparagdo com sutura é comumente empregada addinfornecer resisténcia
mecanica suficiente durante a cura do tenddo. dontuturas s6 fornecem a forca mecanica
para segurar as extremidades do tendao, sendo sfae erao produzem a ligacdo de
extremidades rompidas a nivel molectilar

Apesar dos avancos no tratamento da ruptura dcidedd Aquiles, como sutura
percutane®®’ ou tratamentos funcionais, o tempo de recuperagéta é longo e as taxas de
re-ruptura sdo substanci¥is

De acordo com Goffi (1998) existe uma intensa preocupacdo em relacéo asslesd
tendineas em cirurgias reconstrutivas, pois quéddoma sutura pode haver, como ja citado
anteriormente, aderéncia, impedindo assim, a sugeeacdo completa

Tenddes lesados por processos de cicatrizacaorida fgicos incluem a infiltracdo
inflamatéria, proliferacdo celular e alteracdo tlvstipos de colagend.

Conforme estudo experimental realizado por Eliassoml. (2009}*, em ratos, o
terceiro dia apés a lesdo corresponde a fase iaftaia, sendo os dias 8 e 14 referentes a fase
proliferativa e dia 21 de remodelacdo, sendo anmdicio a primeira etapa do processo de
cicatrizacdo dos tecidos colagettos

A cicatrizacdo do tenddo é promovida quando FCnatdizetamente nas células alvo
presentes no local lesionado. Em modelos animagefoonstrada a expressao temporal super
regulada de diversos FC e de seus receptores eusaptocesso de cicatrizacdo do tecido
tendined®?”. Além disso, a cicatrizacdo do tend&o também siwelra FG:20:60.73.79.103

Apods a lesdo, as plaguetas liberam as proteinasivaie e os FC necessarios para o
inicio e ativacdo da cascata de coagulacdo, andi@i@ssim a cicatrizacao e a regeneragdo. As
plaguetas podem ser ativadas por um grande nurearmtéculas bioativas, sendo a trombina
0 mais potente ativador. A trombina também é furetdaal na formacédo do coagulo de sangue
ap6s uma lesao teciddalAlém disso, esta possui muitas propriedades gicdé em comum
com FC, tais como quimiotaxia de neutréfilos, matosce macréfagss e estimulacdo da
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proliferacdo de fibroblastbs A trombina é uma protease serina, sendo respehgéla
transformacéo do fibrinogénio em fibrifia

Uma caracteristica nova e interessante sobre @duigjologica das plaquetas € o seu
papel como “veiculo” para o transporte local derfaCticatrizacéo das ferida€m locais de
lesdo vascular, as plaquetas se aderem e se agrgga@ndo trombina, o que desencadeia a
producdo de uma matriz de fibrina do fibrinog&hio

Em resumo, os estagios que visam alcancar o régeicthual em consequéncia de um
dano baseiam-se em: agregacdo, ativacao plaquetdtbsequente degranulacdo; atividade
inflamatoria; deposicdo de matriz; sintese de @&lég contracdo do local lesado;
epitelizacdo; e remodelamerfto

Os FC derivados das plaguetas sédo responsaveimguazir a neovascularizacéo e
quimiotaxia de fibroblastos, estimulando assim @liferacdo de fibroblastos e a sintese de
Colégen87’22’69'2’10.4

O FC vascular endotelial (VEGF) é um estimuladatégieno da angiogénese e auxilia
no aumento da permeabilidade vaséldt&r J& o fator de crescimento diferenciado (GDF-5),
um membro da superfamilia do FC transformador (TG&) mostrado para acelerar a
cicatrizacdo do tenddo em varios modelos anithdis?

Atualmente, o grande impedimento para o0 sucesseiakrizacdo € a biologia.
Aprimoramento do processo de reparo usando FC g@apéis documentados, pode auxiliar
na regeneracéo do tecido funcional, ao contrérieddo cicatricidl®.

Portanto, segundo CHABRt al (2005}°, estratégias que visam aumentar a resisténcia
mecanica do tenddo rompido apés reparacao incleeatngente a suplementacdo exodgena de
FC™.

Conforme Sancheet al. (2007§°, o suprimento de sangue é insuficiente e a redovac
celular limitada. Além disso, a lesdo no tendaoAdgiles cura lentamente, exigindo na
maioria das vezes tratamento constante para quesmaobtenha uma completa recuperacao
funcional. Sua cicatrizacdo é um processo compigoenvolve diversas etapas, incluindo a
angiogénese, a proliferacao celular, e a deposieamatriz extracelular, sendo seguidas pela
remodelacdo e maturacdo, durante a qual o tendalnfnte deve recuperar sua resisténcia

mecanic.
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Conforme Zhangt al. (2003} a ativacéio angiogénica das células endotelialsmo
desempenhar um papel importante na promocao egoéa¢do de outros eventos biolégicos
importantes para o processo de cicatrizacdo dédeend

Contudo, esta situacdo pode ser aperfeicoada stdevéitilizacdo da engenharia de
tecidos, acelerando assim o processo de reparagiesmd’, atribuindo-se as plaquetas uma
linha promissora, ja que estas possuem um papdhfoental na homeostasia e uma fonte
natural de F&.

1.1 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O sangue € um fluido viscoso, levemente alcalinmposto por eritrocitos, leucocitos
e plaquetas em suspensdo em um contetido fluidasma®,

Constituindo aproximadamente 55% do volume de sanhgfal, o plasma, constituinte
liquido do sangue contém além de eletrélitos e, immdéculas protéicas, tais como albumina,
globulinas e fibrinogénio. Compostos organicos cotipidios, vitaminas, hormonios,
aminoacidos e co-fatores também estdo presentptasima, que na coagulacao, integram-se
ao coagultf.

As plaquetas sdo pequenos fragmentos celularesloadados, derivadas dos
megacariécitos da medula 6ssea com vida Gtil vdoiate 7 a 10 did® No seu interior
encontram-se depositos de glicogénio, peroxissanass tipos de granulos: ali@,(delta §)

e lambday) (lisossomosYy.

Um vasto numero de moléculas bioativas pode asisgrlaquetas, sendo a trombina o
mais poderoso ativador. A trombina € uma proteas@a, sendo uma das responsaveis para
que ocorra a coagulacdo sanguinea, bem como palafdrmacdo de fibrinogénio em
fibrina®.

A trombina tem muitas propriedades biolégicas emmwo com os FC, tais como
quimiotaxia de neutréfilos, mondcitos e macréfajos estimulacdo da proliferacéo
fibroblastica®.

Em estudosn vitro, a forma mais comum de ativacdo das plaquetaadicionar
trombina e cloreto de célcio (CallA trombina ativa diretamente as plaquetas e ©lLatua

antagonizando o efeito do anticoagulante presentostri.
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As plaquetas, uma vez ativadas, passam pelo pomadesagregacao, liberando FC e
proteinas bioativas necessarios para o inicio ¢ée@ggo do reparo e regeneracdo apos a
lesag®*®

O plasma rico em plaquetas € um volume de plasnma atta concentracao
plaquetari&, podendo conter de 3 a 5 vezes mais plaquetasuelas niveis fisioldgicos
normaig®*"*’

Partindo-se do principio que o sangue normal pcssiie 150.000 + 350.000uL por
mL e em média 200.000 de plaquetas por microlitanforme Marx (2004%, a eficacia
clinica do PRP pode ser esperada a um aumento miem vezes a linha de base, ou seja, 1
milh&o de plaquetas por uL.

O PRP é extraido do sangue total autdlogo e é cathpor possuir diferentes tipos de
FC em altas concentrac8t¥, sendo considerado, portanto, uma fonte natur&iGele fAcil
aquisicdo e de baixo custo assoctddo

A porcéo referida como PRP contém, além da altacesdracdo plaquetéria, os
leucécitos, pequena quantidade de plasma e déciis’’. Este desempenha um importante
papel na reparacéo tecidual devido & sua acao énittay quimiotaxica e neovascifar

Dentre os FC inseridos no PRP, pode-se citar: fdeorcrescimento derivado de
plaguetas (PDGFaa, PDGFbb e PDGFab); fator deinresto transformador beta (TGfe
TGR3,); fator de crescimento vascular endotelial (EGRYor de crescimento epitelial
(EGF)?, estando o TGF e PDGF em altas concentrac8es

Uma vez desenvolvido o PRP, ele permanece estéaatkal no estado anticoagulado
por um periodo de 8 hords

Diversos estudos tém demonstrado a efetividadeRI® k0 reparo e regeneragédo de

diversos tecidos, como 088¢6° cartilagem, tendad* % $.92

e ligamento
Porém, estudos recentes estdo explanando que o &RBar de todas as suas
propriedades ndo demonstra superioridade cliniceparo ou regeneracao de alguns tecidos,

como tenda’® e nervd®.
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1.2 Fibrina Rica em Plaquetas (PRF)

A Fibrina rica em plaquetas foi descrita pela pitmmgez na Franca por Choukroen
al. (2000¥° e colaboradores. Ela consiste em um concentradplatpietas sobre uma
membrana de fibrina com elevado potencial de repartecidudl’*.

O PRF é formado por uma matriz de fibrina polimedez em uma estrutura
tetramolecular com a incorporacdo de plaquetagotos, citocinas e de células tronco
circulante’, sendo obtida a partir de sangue autélogo e segéicade fatores externts

Devido a auséncia de anticoagulante, a cascataagulacdo passa a ser ativada
rapidamente, bem como a sintese de trombina, indoz formacao de fibrina e ativacdo das
plaguetas. Um coagulo de fibrina € obtido no madubo, depositando-se entre a camada
inferior (eritrocitos), e superior (plasma aceljdo tubd®.

O PRF tem sua origem na polimerizacao natural,rpesiva e relativamente lenta, a
qual ocorre durante sua centrifugacdo e permitacarporacdo aumentada de citocinas
circulantes nos emaranhados de fib¥inaonferindo & sua membrana uma arquitetura
fisioldgica favoravel para suportar o processouta teciduaf.

A ativacdo de plaguetas é crucial para o inicinstenitacdo da hemostasia devido nao
somente a sua agregacao no local lesado e a éecagn mecanismos de coagulacdo, mas
também por sua degranulagdo que implica na liberdegécitocinas capazes de estimular a
migrac&o e proliferacdo celular no interior da iate fibring®.

Citocinas desempenham um papel importante no indeiocicatrizacdt, e sdo
compreendidas em: (1) Fator de Crescimento Tramsidor Beta (TGB) — considerando sua
isoforma mais abundante TG (2) Fator de Crescimento derivado de Plaquet2&E); (3)
Fator de Crescimento Insulino-Dependente (IGFs)Il Estas sdo reguladores responsaveis
respectivamente por (1) induzir a cicatrizacdoolr, (2) regular a migracao, proliferacao e
sobrevivéncia da linhagem de células mesenquinmgtosa (3) pela proliferacdo e
diferenciacdo da maioria das células, além de aggoldo mecanismo de apoptdse

O PRFtem demonstrado ser uma membrana eficiente paggemeracao tecidual em
sitios cirargicos. Na angiogénese os FC atuam ga €t estimulacdo, ocorrendo entédo
crescimento vascular e aumento da sintese de ooldggavés da proliferacdo dos
fibroblastos’.
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Em funcado de todas suas propriedades, 0 uso defitica em plaquetas autdlogo tem
sido proposto como uma estratégia para melhorasposta celular a lesdo no tendao e,

finalmente, a qualidade de repard¢ao
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2. JUSTIFICATIVA

Lesdes tendineas constituem um desafio constamtmedicina ortopédica, o que
estimula o desenvolvimento de pesquisas que viseapesfeicoamento e aceleracdo do
processo de reparo e regeneracao do tendéao lesionad

Diversos biomateriais vem sendo investigados caese entuito, porém resultados
amplamente satisfatorios ainda ndo foram encordradstigando assim a busca por novas
alternativas.

Credita-se ao uso do Plasma Rico em Plaquetag-ibrima Rica em Plaquetas a
promocao de uma cicatrizacéo acelerada, o que diiniairo tempo de cura do tendéo lesado, a
provavel inutilizacdo de qualquer material imolgitior e consequente bem estar do paciente.

Por serem fontes naturais de fatores de cresaimeet facil obtencdo e com baixo

valor agregado, espera-se definir o tratamentd akekesdes no TA, extrapolando futuramente
a estudos clinicos.
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Avaliar e comparar o efeito do uso de plasma ringtaquetas (PRP) e fibrina rica em

plaguetas (PRF) no reparo do tendéo de Aquileatds.r

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar qualitativamente os dados histologiob8dos através da coloracdo
Hematoxilina-Eosina entre os grupos experimenii e PRF) e Controle.

- Comparar quantitativamente os dados histolégminsdos através da coloracéo

Picrosirius Red entre os grupos experimentais @RRF) e Controle.




Materiais e Métodos 27

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento:

Estudo experimental, controlado, comparado e cagovaliacdo dos resultados.

4.2 Animais e grupos de experimentacéo

Para a concretizagdo deste trabalho, foram utdz&t¥ ratos da espécRattus

norvegicusmachos adultos, pertencentes a linhagem Wistar paso aproximado de 280g.

Os ratos foram provenientes do Vivario do Laboratdéle Habilidades Médicas e
Pesquisa Cirurgica (LHMPC) do Hospital S&o LucasPdHCRS, onde eram mantidos em
caixas plasticas, medindo 40x30x17 cm, e conteratiais em cada.

Conforme estabelecido pela Lei Arouca, n°. 11.d#08 de outubro de 2008, tais
animais, receberam agua e racdo padroniaddéitum sendo o ciclo claro-escuro (controle
de luz 12/12 horas) e temperatura controlada de®Z respeitado.

De um total de 54 animais, 6 foram utilizados calnadores de sangue a fim de obter-
se os tratamentos utilizados neste trabalho: PRERE. Os demais animais (48) foram

randomicamente distribuidos em 3 grupos:
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Grupo | — Controle; Aplicacao de solugéo salin&8,9

Grupo Il — Fibrina rica em plaquetas;

Grupo lll — Plasma rico em plaquetas;

Os tratamentos foram realizados imediatamente apéalizacdo da lesédo e a avaliacao

ocorreu em dois periodos distintos, conforme orgearoa abaixo. (Figura 1)

Doadores

n=6

= = =)
l i J

Histologia Histologia Histologia
n=16 n=16 n=16
£y £ '
A\

AY

14 28 14 28 14 28

dias dias dias dias dias dias

Figura 1. Esquema representativo dos grupos animais de acormoo periodo de

avaliacéo.

No pos-operatorio, os animais foram mantidos nasmas condi¢cdes descritas acima,

porém em caixas individualizadas medindo 40x21xfh9 c

4.3. Obtenc¢é&o do plasma rico em plaquetas (PRP)

Apos a realizacéo de anestesia geral dissociativ@atidrato de Cetamina (60 mg.kg
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') e Meperidina (20 mg.k) ambos via IM nos animais doadse, através de puncéo cardiz
foi coletado aproximadamente 6 de sangue dos mesmas;orrendo entdo a morte |
exsanguinacao.

O sangue punciona foi inserido imediatamentem tubos contendo anticoagula
acido citrato dextrose (AC Solution A —Becton Dickinson and Company Broken Bow,
USA). Para cada 6 mililibs de sangue foi necessar0% c anticoagulante, ou seja, mL.

Posteriormentea amostra fc submetida a uma centrifugac@@entrifuga Centribio-
Modelo 80-2B) porl0 minutos 1800 RPM 250 X gj° onde o sangi, de acordo com o
gradiente de densidaddiyvidiu-se em trés camadas: dlasma pobre em plaquei(PPP). 2-
zona de névogplaquetas e leucécit¢; 3- hemaceas.

O sobrenadante, juntamente com a zona de ne pequena quantidade de hemg,
com auxilio de pipetafoi transferidc para outro tubo que faubmetido a uma segun
centrifugacdo por 10 minutos 3.600 RPM (1.000 X §J. A grande quanticde de plasma
pobre em plaquetasesultante do proces foi aspiradoe realocado em outro tubcalcon
(aproximadamest 2/3 do total que dubo continha)a fim de mais tarde ser realizi a
diluicdo plaquetéaria.Desta forma, obte-se somente as plaguetas em sua alta concen
(PRP). (Figura 2).

Figura 2: Frag&o resultante da seguicentrifugacdo. Notae pequena quantidade
heméacias na porcao inferior do tubo que foram emmsaioria cuidadosamente retire.
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Uma aliquota das amostras @ngue (200L) foi enviadaao LACVET (Laboratéric
de Analises Clinicas Veterinarias da UFRGS) pamtagemplaquetéric sendo 100L do
sangue total (coletado anteriormente a todo pro¢es4OulL do PRP. Tal procedimento
realizado a partir da Automatic Blood Cour— ABC Vet ™ —Horiba Medical

Em funcdo daconcentragdo plaquetaria distinta nos animais doadores, 1
estabelecido autilizacdo de 1.000.000 de plaquetas por microlide amost’>. Para a
obtencdo da quantidade id: foi utilizada a férmuladescrita abaixo com o intuito de obte

diluicdo plaquetaria deseja
C1.V1: Cg.Vz

Sabese que do sangue total, apeni0% corresponde ao PRP. Porta em um
volume de 6 mL, obte-se 600 pL de PRP, conforme figura Bstes 600 pL foram
ressuspendidos lBomogeneizacs, sendo posteriormente inserido 26 desta amostra em
microtubos tipo Eppendorf ativados com 25ulde cloreto de calcio (Cay) e trombina
combinados (1.000U/mL em 100mg de cloreto de calimomando assim um coulo de

PRP. Posteriormente faplicado 50 p isoladamente em cada leséo.

Figura 3: Fracdo de PRP
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4.4 Obtencao d&Fibrina Rica em Plaqueta: (PRF)

Seguindo os mesmos procedimentos e cuidados endpege producdo dPRP,
foram coletadogsproximadamente 6 mL de sangue de cada animal datravés de puncao
cardiaca.

Tal amostra desangue foi inseric em tubos Falconesn adicdo de anticoagulante.
sangue foi centrifugadeomente uma vez, 3.000 RPM (400 X ¢ durante 10 minutos,
dividindo a amostra em 3 segmentos. Na parte orfdo tubo estavdepositada camada de
células vermelhas,ansuperior o plasma pobre em plaquee na camada intermediéria,
coagulo de PRF propriamente ¢

A membranade PRFfoi imediatamente retiraddo tubo com pinge separada dos
remanescentes sanguineos auxilio de tesoura cirtrgica conforme denstra figura 4. Uma

amostra equivalente a SDle PRF foi aplicada em seguida na lesé&o.

Figura 4: Membrana de PRF

4.5 ProcedimentaCirargico

Todos os procedimentos cirdrgir foram realizadosha sala de microcirurgiao
Laboratorio de Habilidades Médicas e Pesquisa @lcarda PUCR!
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4 .5.1. Procedimento anestésico

Foi realizada anestesia geral em todos os aniniiados neste trabalho, através da
injecdo intramuscular de Cloridrato de Cetamina 1t&§kg') e Meperidina (20 mg.kb
associados. Para tal foi utilizada um seringa delima (1 mL). A administracdo das doses foi
sempre realizada por profissional capacitado.

A fim de manter os animais anestesiados, quandessaro, foi utilizada a mesma

injecdo, porém com metade da dose de inducéo.
4.5.2 Técnica cirargica

Anteriormente ao procedimento cirlrgico, foi izadla a tricotomia na regido
cirurgica dos ratos, com auxilio de tosquiadeigriglh bem como a pesagem de todos os
ratos. Os animais foram posicionados em decubitdrale sob anestesia geral, conforme

figura 5.

Figura 5: Posicionamento dos animais no periodo cirargico
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A assepsia foiealizada com alco 70%. Una incisédo longitudinal de cm foi feita na
perna direita de cada rato, expondo assim o Teddadquile: (Figure 6). Logo apds, com
microscopio cirargicdD.F. Vasconcellc) foi realizada uma ruptura horizontal no Tao de
Aquiles dos ratos dos grupos experimer, conforme figura 7A reparacacdoi empregada

com sutura do tipo Kessler utilizar-se fio Mononylon M (Ethicon Somerville, N..*%%,

Figura 6: Exposicdo do TA direito do rato.

Figura 7: Modelo de ruptura.
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Sobre a leséo foi aplicado 50uL dos tratamentosqeestdo: PRP, PRF e solugao
salina 0,9%. A pele foi restabelecida através dwirau utilizando-se fio Vicryl 5-0
(Ethicon)®*

A fim de otimizar a utilizacdo de amostra de sandgeecada animal doador, foi
estabelecido que a cada dia de cirurgia fossenadpgra mesma gquantidade de ratos do grupo
experimental | e grupo experimental 1, bem comoaermo momento, a mesma quantidade de

animais do grupo experimental | e Ill.

4.5.3 P6s operatorio

Conforme ja mencionado anteriormente, os animaigdiatamente apds a cirurgia
foram mantidos em caixas individuais e monitoradi@siamente. Foi aplicado Cetoprofeno,
via subcutédnea uma vez ao dia por 3 dias (5mg My, domo medicacdo analgésica e
antiinflamatéria. A limpeza das caixas, manutendao alimentacdo e troca de agua foi

realizada 3 vezes por semana por profissionalitednl

4 5.4 Eutanasia

De um total de 54 animais, 6 deles, correspondeadesdoadores, morreram pela
técnica de exsanguinacao.

Passados quatorze e vinte e oito dias pos-operatdadi realizada a eutanasia dos
animais experimentais (n = 48) através de uma anjegtra-cardiaca com dose letal de
Tiopental. Uma amostra do tecido correspondentea l@sionada do Tendao de Aquiles foi

removido, iniciando assim o processo histologica mdtencéo de resultados.

4.6 Analises histolbgicas

4.6.1 Fixacao das amostras

As amostras retiradas foram fixadas em formalingptanada 10% por um periodo de

48 a 72 horas, a fim de que suas estruturas mgital® se mantivessem preservadas.
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Posteriormente as amostras foram processadas mmamial utilizando-se diferentes

concentracdes crescentes de alcool, ocorrendoidratasdo, seguida pela diafanizacao por

xilol e inclusédo em parafina, conforme protocokeguir:

1. DESIDRATACAO
Alcool 70%
Alcool 80%
Alcool 90%
Alcool 100% |
Alcool 100% I
Alcool 100% I

2. DIAFANIZACAO
Xilol (P.A)) |
Xilol (P.A) Il
Xilol (P.A.) IlI

3. INCLUSAO EM PARAFINA
Parafina |

Parafina Il

Parafina Il

30 min

60 min

30 min

30 mir

60 min
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O tendao foi posicionado longitudinalmente no pssoede inclusdo em parafina. Tais
procedimentos foram realizados na sala de His@ldgiLaborat6rio de Habilidades Médicas
e Pesquisa Cirurgica (PUCRS).

4.6.2 Confeccao das laminas histolégicas

Os cortes das amostras foram realizados no Labmraté Patologia do Hospital Sao
Lucas da PUCRS. O bloco de parafina contendo ateemios desbastado até o local onde se
encontrava o tenddo de Aquiles. Os cortes forartosfelongitudinalmente, possuindo
espessura de quatro micrometros.

Foram realizados 2 cortes superficiais de cada @mabsm como 2 cortes profundos
para cada coloracéo.

Uma vez realizado o corte superficial, a profundeao corte foi estabelecida ap6s
seccionar a amostra por 15 vezes.

No total foram confeccionados 4 cortes supericia 4 cortes profundos
representativos para cada animal, totalizando ehaB8®stras, que foram verificadas.

Conforme ja citado anteriormente os cortes e dsrambes foram realizados em
duplicata. Desta forma, a partir de andlise qualda com auxilio de microscopio,
determinou-se a amostra a ser utilizada a fim dereim-se os dados quantitativos.

Todas as laminas confeccionadas foram classifigaalasodigo.

4.6.3 Coloragoes

Todas as laminas confeccionadas foram mantidag4hboras em estufa a 60°C. Apos
secagem completa, foram imersas em xilol 2 vezed @aninutos cada. As laminas recém
diafanizadas foram colocadas imediatamente em laddiswluto por 3 minutos, seguidos de
mais 3 banhos em alcool decrescente (90, 80 e %3 minutos, desidratando-as.

A fim de hidrata-las novamente as laminas conteasglamostras ficaram em contato
com agua destilada por um periodo de 3 minutosjalidando-se assim o protocolo de

coloractes especificas.
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4.6.3.1Coloragéo Hematoxilina e Eosina

As amostras recentemente hidratadas foram imersasl pminuto na Coloracéo
Hematoxilina de Harris. Feito isso, imediatamerdearin lavadas por um periodo de 15
minutos em agua corrente, lavadas novamente emdagtitada e imersas por 3 minutos na
coloracdo Eosina.

A fim de finalizar o processo, as amostras forasidtatadas novamente, porém desta
vez, em concentracdes crescentes de alcool: 78,806 por 1 minuto; e alcool 100%, em
duplicata por 3 minutos cada. A diafanizacdo falirada em seguida (3 vezes em xilol
absoluto, por 3 minutos cada). A montagem da larfonhconcluida com a imersao de uma
gota de balsamo de Canada no centro de onde estawmsostra e posterior aderéncia da

laminula.

4.6.3.2 Coloragéo Picrosirius Red

Na coloracao Picrosirius Red (Microscopia de Podggdo Cruzada), a preparacao das
amostras foi realizada utilizando-se o mesmo pobtocia coloragdo de Hematoxilina e
Eosina, diferindo somente a coloracao a ser utiéiza

Desta vez, as amostras foram imersas em solugés BRied. Logo apos foram lavadas
em agua destilada, desidratadas, diafanizadas ¢éadasn Tais laminas foram visualizadas
sob microscopia de luz polarizada, onde colagepo kifoi demonstrado com coloracao

vermelho-amarelado e colageno tipo Il com colooagsverdeada.

4.7 Analise de Imagens

As laminas histologicas, quando analisadas foramatlas ao acaso. Estas eram
codificadas, impedindo assim que os analisadorestiftcassem a qual grupo a amostra
pertencia.

A leitura das laminas foi realizada com microscagptico Zeiss Axioskop 40.

As imagens visualizadas foram fotografadas com w@n@oolSNAP™ —Pro cf
(Media Cybernetics, Inc.), acoplada ao microsc@pdoum computador.
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4.7.1 Histomorfometri

4.7.1.1 Coloracdo Hematoxilina e Eosil

Na coloracdo Hematoxilina e Eosina a objetivaz#da inicialment para a captura
das imagens foi de %) a fim de se obter uma imagem geral do &o. Posteriormente
utilizou-se objetiva de ZIX para verificar especifanente a disposicdo e os tipos de cé

presente no local da les@onforme figura .

e )
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Figura 8: Exemplo de captura de imagens €0X (superior)e em 00X (inferior) no

grupo experimental PRF em corte longitudinal prdh.

Em funcdo de o tenddo ser um tecido elastico,&lemalizada &0 seguiu 0 mesmo
padréo de cicatrizacdo. Portanto, todas as imagggtsradas no desenvolver trabalho se
basearam, inicialment&o encontro da lesdo propriamente dita. Caso i&topoderia se
visualizado, tomowse como parametro a porcdo central do tecibem como, a
desorganizacéao celular do mes

Encontrada a area lesionada do tenddo de Aquilesedlizada captura das imagens
no aumento de 200Kos cortes superficiais e profundos, que variogade a onze imagens

cada.
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Todas as imagens histologicas foram analisadasta go programa Image Pro Plus
4.5.1° (Media Cybernetics, Inc.), considerando os segsititérios: proliferacéo vascular,
células mononucleares, células polimorfonucleamsliferacdo fibroblastica e células
epiteliais. Tais aspectos foram verificados atragésauxilio do patologista Dr. Vinicius
Duval, do Laboratério de Patologia do Hospital 88cas da PUCRS.

Tal coloracéo foi avaliada somente qualitativargabm o intuito de corroborar com

os resultados obtidos na coloracéo Picrosirius.
4.7.1.2 Coloragéo Picrosirius

A objetiva utilizada para a captura das imagensanesloracédo foi de 50X, sendo
selecionados 3 campos em cada amostra da lamije, i@presentava toda a leséo.

As imagens foram captadas sob luz polarizada, @nmicroscopio nha sua
luminosidade méxima e o tempo de exposi¢ao varidedtd a 70 milisegundos.

Para a quantificacdo dos diferentes tipos de eal@gresentes no tendao de Aquiles,
conforme ja descrito, tomou-se por base a coloragimelho amarelada para as fibras
fortemente associadas e mais grossas (Colagend)Tépmloracéo esverdeada para as fibras
finas dissociadas tipicas de colageno lll.

Para tal, fez-se o uso do software Image Pro £54° onde foi estabelecido que
Colageno Tipo | seria marcado com a coloracao VvlareColageno tipo Il com a coloracao

azul, podendo-se diferenciar as fibras de formalgicada. (Figura 9).
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Figura 9: Programa Image Pro Plus 4%.dtilizado para demarcar e diferenciar os
tipos de colageno na coloragéo Picrosirius Red.

As imagens foram verificadas manualmente por doidigsionais capacitados. O
aumento (zoom) foi utilizado como ferramenta indisgAvel para a verificacdo de todos os
pontos conforme segue na figura 10.

Figura 10: Aumento utilizado no programa Image Pro Plus & pata minuciosa

busca por coloracéo.

Apos ter sido selecionada toda a area na qual [@osswoloracdo estipulada, foi

realizada a contagem de colageno tipo | e Il prieseem cada amostra (Figura 11). A partir
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da contagem do numero de pixels, obteve-se a @&h que foi transformada em
porcentagem.

A ST

Figura 11: Verificacdo quantitativa dos tipos de Colageno lllepresente nos

tratamentos em questao.

Finalizado este processo, os dados obtidos nosam@pos analisados por amostra,
foram transferidos para o programa Excel a fimaleutar a média e o percentual exatos de
quantidade de Colageno Tipo | e Tipo Ill em cadanah experimental, tanto profundo

guanto superficialmente, conforme figura 12.
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Figura 12: Computac&o dos dados provenientes do Programa IRtagelus 4.5

4 8 Estatistica:

Os dados foram submetidos a andlise de varian®ED{AA) de uma e duas vias com
medidas repetidas e a diferenca entre as médiasfeonfirmadas através do Teste de
Bonferroni ao nivel de 5% de significancia (p <5),0com auxilio do software GraphPad
Prisma 4.5.1.

Os resultados obtidos foram expressos como médR. +

O célculo amostral foi realizado através do Soféew&statistico Minitab 16, com
padrbes de alpha, desvio padrdo, diferenca maxinde @oder estabelecidos conforme

literatura. (Figura 13)
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Power Curve for One-way ANOVA

1,0

Sample
Size
— 8

0,8 7 Assumptions

Alpha 0,05
StDev 15
# Levels 3

0,64

Power

0,41

0,24

0,0 T T T T T T T
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Maximum Difference

Figura 13: Célculo amostral realizado para a obtencdo de Umero de animais

adequado para os experimentos desenvolvidos nesgaipa.

4.9 Aspectos Bioéticos:

A presente pesquisa foi realizada conforme Lei Aao2008, n° 11.794/08 que
regulamenta o inciso VII do 8§ 1° do art. 225 da <itumicdo Federal, estabelecendo
procedimentos para 0 uso cientifico de animaispgando a Lei n°® 6.638, de 8 de maio de
1979; e dé& outras providéncias visando minimizasofrimento dos animais que serao

utilizados.

Tal pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica patiso de Animais (CEUA) da
Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande db BANEXO A).

Em todos os procedimentos cirdrgicos foi utilizaat@estesia com Cloridrato de
Cetamina e Meperidina. A eutanasia foi realizadavats de injecao intracardiaca com dose
letal de Tiopental (20 a 100 mg/kg), conforme Reg@b n° 714 de 20 de junho de 2002, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Tal faonfi utilizado por ser um depressor do

sistema nervoso central.
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5. RESULTADOS

5.1 Clinicos e Cirargicos

O protocolo anestésico empregado foi eficaz, serglmessaria, em apenas alguns
animais, a reaplicacdo da metade da dose anestéfsicale manutencao.

A medicacdo analgésica administrada no pés-op@rdidi adequada, garantindo o
bem estar dos animais.

N&o foram notados quaisquer sinais de infeccdmuvas complicagdes clinicas
durante o estudo, ndo havendo perdas de animais.

A sutura realizada na pele dos animais foi bentwgaela, sendo que no periodo de

uma semana o tecido epitelial ja estava restaloeleci

5.2 Contagem plaquetaria

Todos os ratos apresentaram hemograma dentroadn8gs de normalidade, onde a
quantidade plaquetéaria no sangue total variou 660P8 a 502.000 plaquetas/uL.
Pode-se observar no hemograma, o aumento na dad@tde leucdcitos no Plasma

rico em plaguetas quando comparado ao sangue(itabkela 1)
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Apos as centrifugagdes, no PRP o numero de plasjpetr microlitro foi de 2.616.000
a 4.080.000, comprovando que a técnica utilizageoel em até 12 vezes a concentracdo de
plaquetas por pL apos a realizacéo do protocolo.

Ja no PRF, a quantidade de plaguetas diminuiu sladenente, variando de 14.000 a
55.000 plaquetas/pL, demonstrando assim que actedeipreparacdo do mesmo foi eficaz.

Os valores referentes ao sangue total dos ratodes, bem como do PRP e do PRF

foram apresentados sob a forma de grafico (Figdy& 1abelas (Tabela 2 e 3).

TABELA 1: Quantidade individual de leucdcitos/uL presentesarmue total e no
PRP e o incremento de leucdcitos (%) no PRP.

Doador Quantidade de leucécitos Quantidade de Incremento de
no sangue total (uL) leucdcitos no PRP (uL)  leucécitos (%)
1 2.200.000 3.000.000 36
2 1.600.000 3.600.000 125
3 1200.000 1.600.000 33
PLATELET COUNT
3.500.000
3.000.000
2.500.000
=
< 2.000.000
% —8—PRP
g 1.500.000 ——pRE
1.000.000
500.000
0
WB AT

Figura 14: Grafico comparativo entre o numero de plaquetasadgue total (Whole
Blood - WB) e nos tratamentos autdlogos ( Autolagdreatment - AT).
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TABELA 2: Quantidade individual de plaquetas/pL presentesangue total e no

PRP e o incremento plaquetario (%) no PRP.

Doador  Quantidade de plaquetas Quantidade de Incremento
no sangue total (uL) plaquetas no PRP (uL) plaquetario (%)
1 326.000 2.616.000 702,45
2 330.000 4.080.000 1.136,36
3 344.000 2.670.000 676,16

TABELA 3: Quantidade individual de plaquetas/uL presentesangue total € no

PRF e a supresséao plaquetéria (%) no PRF.

Doador  Quantidade de plaquetas Quantidade de Supressao
no sangue total (uL) plaquetas no PRF (uL) plaquetaria (%)
1 286.000 14.000 95,10
2 502.000 55.000 89,04
3 340.000 28.000 91,76

5.3 Histomorfometria
5.3.1 Coloragao Hematoxilina e Eosina

Analisando-se os cortes histolégicos obtidos rnés grupos experimentais: Controle,
PRP e PRF em 14 e 28 dias, ndo houve, microscoprtandiferenca em relacdo aos cortes
superficiais e profundos em cada amostra especifica

O grupo Controle, quando avaliado no periodo dedie$, demonstrou intensa
desorganizacao celular, bem como presenca deadfi$ inflamatorios, reacdo inflamatéria

granulomatosa e alguns pontos hemorragicos. Fimstdd, fibrocitos e células
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mononuclearee polimorfonuclear¢ estavandispostos de maneira desorder. Presenca de
angiogénese bastante significatfoi visualizada. (Figura 15)

Figura 15: Imagens capturadas em corte longitud- Grupo experimen! Controle:
Observa-se presenca filerocitos com nucleo achatado e cromatina condis; formacgéo de
vasos sanguineosarea hemorraga; fibroblastos com nulcleo vesicul células
mononuclearee polimorfonuclear; infiltrado inflamatério. Aumento: 20C.

Quando observad as amostras de 28 c¢ (Figura 16),percebe-se melhora na
organizacdo geral do tecido, com nel diminuicdo de célulasmononucleares e
polimorfonuclearespresentes Fibroblastos estavam dispostos de maneira maisaala
Hemorragia ocorreudiminuidament, e apesar,da discreta diminuicdo do infiltrac

inflamatdrio presentes no teci estas células ainda encontravaeem grande quantida
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Figura 16: Imagens capturadas em corte longitud- Grupo experimental Contrc

Observase presenca de fibrécitos com nucleo achatadoneatima condensadformacéo de

vasos sanguineos;

polimorfonuclearesinfiltrado inflamatorio;Graruloma. Aumento: 200;

fibroblastos com nulcleo vesigulccélulas mononucleares e

As amostras oldas a partir do Plasma rico erlaquetas apresentaram hemorre

nos dois periodos em que foram avaliados (14 ei@§.Assim como observado no gru

Controle, foi constatada resenca de neovascularizagdos dois tempos, sendo mi a

presenca de vasos sanguil na avaliacdo de 28 dig&igura 17 e 18)
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Figura 17: Imagens capturadas em corte longitudinal a4 dias - Grupo

experimental PRP. Obse-se presenca de fibrocitos com nucleo achatado matima

condensada; ofmacdo de vasos sanguinedrea hemorragicafibroblastos com nucle

vesiculoso; célulamononuclears e polimorfonuclearednfiltrado inflarratério; Granuloma.

Aumento: 200X.

Extenso infiltrado inflamatério foi visualizado namostras de 14 diaenquanto que

uma diminuicdanas amostras de 28 ¢ foi observada. Reacédnflamatoriagranulomatosa

foi encontradanas duas avaliacc, bem como regido de fibroge alta densida.

Tanto em 14 dias como em 28 dias, igracdo de fibroblastos e desorganize

celular esteve present®orém, aos 28 dias, células mononucle e polimorfonucleares

tiveram notavel atenuacéao.




Resultados 50

N \’/, 0 & ‘r-\ \\
:; @ - . .
e ~ ] 2 onr) «“ry
- \.?, % . 1\)' - X ' N
ﬁ:' () \¢ & T o 2 - W7
R D SN - : . . %
2 . 'ﬁ@? . - - N
\ A )- E i} / .
W'\ & - -
2y \ | ¢ ~
»
’ . '_.‘) » e & \ ~
GNP e )
‘ i \
y & L& & - - -~ .
1/ ~ ) ‘:‘!' ~ -
) ¢ Y - . o~ % ‘@“ ¢
‘ < ~. R ‘0, L}
| o = N
e
R |
o 3
> .
\ r
g i P
B - N 3 \"',‘
.

-
o £
fe

Figura 18: Imagens capturadas em corte longitudinal aos 2% - Grupo
experimental PRPObserv-se presenca de fibrocitos com nucleo achatado matica
condensada; foratdo de vasos sanguine@rea hemorragicafibroblasto: com nucleo
vesiculoso; célulamononuclears e polimorfonuclearesnfiltrado inflamatorio;Granuloma.
Aumento: 200X.

Ja nas laminas obtidas através do tratamento dmdibca em plaguetas, se no
presenca de mafibroblasto: com nucleo vesiculosou seja, jovens, no tempo de 14 dic

Conforme demostra figura 1, intensa formacdo de epitélio sanguinede ser
observada no periodo de 14 i, bem como desorganizacao celularecido. Pequena regiao

de fibrose e discretasfiltrados inflamatorios tambéipuderam ser observac.
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Figura 19: Imagens capturadas em corte longitudinal - Grupgeemental PRF.
Observa-se presenca de fibrocitos com nucleo abbhataromatina condensada; formacédo de
vasos sanguineos; fibrilas de colageno; fibrobtastom nucleo vesiculoso; células

mononucleares e polimorfonucleares. Aumento: 200X.

Aos 28 dias foi notavel a diminuicdo dos fibrobdsstom nucleo vesiculoso e ainda a
presenca de fibrécitos com nucleo alongado e ciomabndensadg@dultos), caracterizando
assim um tecido mais maduro.

Fibrilas de colageno, em seu trajeto onduladoavast dispostas de maneira
organizada, entre as quais pode ser notada a peegderiileiras de fibroblastos e fibracitos. A
presenca de células mononucleares e polimorfomasiebem como formacao de novos vasos

sanguineos, foram pouco visualizadas. (Figura 20)
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Figura 20: Imagens capturadas em corte longitudi- Grupo experimental PR
Observase presenca de fibrécitos com nucleo achatadoneatima condensac formacéo de
vasos sanguineosfibrilas de colager; fibroblastos com nucleo vesiculo; células

mononuclearg e polimorfonuclear. Aumento: 200X.

Contudo, quado avaliados dforma geral entre os grupos, no tempo de 14 ©
grupo ntrole e PRP se mantiver no mesmo nivel de celuldade, com tecido ©
granulagao ativoO que diferiu nos dois grupos foi a maior presede hemorragia no grupo
PRP. Ao compar o grupo (ontrole com o PRF, notage que 0 processo de
neovascularizacao estava mais avancado no grupddraom Fibrina Rica em Plaquetas.
quantidade de infiltrados inflamatériosi menor no grupo PRF, ndo hado a presenca de
granuloma como no grupoontrole. Se comparado o grupo PRP e PRF, interiseenica
pode ser observada. Células inflamatérias, hemasracélulas mononucleares
polimorfonuclearegstavamrpresentes em maior abundaneianais desorganizas no grupo

PRP. Formacao de novos vasos foi maior no PRF dmg@rupo PRP em 14 di
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Ja quando avaliados o0s grupos entre si, no terap@8ddias, ControleersusPRP
estavam microscopicamente parecidos, no entantgyruqgo PRP ainda eram observadas
areas hemorragicas. Ja quando comparados PRP ®I€wetsis PRF, se observou grande
diferenca qualitativa nas amostras, como maioraatiade, com nitida e grande quantidade
de fibroblastos e menos fibras colagenas, fibrécioregides de fibrose nos cortes das
amostras do grupo Controle e PRP, observando-serqugia maioria os fibroblastos destas
amostras eram jovens, ou seja, possuiam nuclecul@sd e cromatina frouxa.

Ao contrario do que acontecia nestes dois gruppsreérentais, no grupo PRF, aos 28
dias, o tecido apresentava-se mais condensado amipago, com maior quantidade de
fibrocitos com nucleo alongado e cromatina densaemor quantia de fibroblastos com
nacleo vesiculoso, caracterizando um tecido pangate cicatrizado.

Contudo, apesar da analise comparativa qualitaniee os diferentes tratamentos e
Controle, € possivel sugerir que tanto o PRF comgrupo Controle apresentaram um
processo de reparo do tecido mais progressivo gaBRm. Tal conclusdo pode ser tomada
com base nas caracteristicas microscopicas observartecido: a presenca dos diferentes
tipos celulares, o nimero de vasos sanguineos ispas@do das fibras de colageno no

decorrer dos 14 e 28 dias.

5.3.2 Coloracgéao Picrosirius

Quando realizada a comparacéo das &reas de coldgdipm | entre os grupos, em
nivel de profundidade da lesédo (superficial e prd@) e tempo (14 e 28 dias), nao foi
encontrada interacdo entre os grupos nos dois terapaliados (p_>0.05). Resultados
similares foram encontrados para o colageno dolligpanto ao nivel de profundidade da
leséo (p >0.05).

A comparacao das areas de colageno tanto do tjparto do tipo Ill, em relacdo ao
nivel de profundidade (superficialersus profundo) e tempo intra-grupos nao tiveram
diferenca significativa nos dias 14 e 28, quanddisados separadamente.

Na figura 21 estdo apresentados os graficos dodtados das andlises superficiais e
profundas do colageno do tipo | (A, B, C) e do gelio do tipo Il (D, E, F).
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Figura 21 - Andlises superficiais e profundas do colagenoipo k (A, B, C) e do
colageno do tipo 1l (D, E, F) no tempo de 14 ediss.

Quando realizada a comparacao entre os niveisofiengidade e tempo (versus28
dias) intra-grupos, foi encontrada diferenca estaimente significativa (p < 0.05) nos

grupos Controle e PRF para o colageno do tipo b€lea4) (Figura 22), o que era esperado,
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devido ao processo de reparo da leséo, onde aarghsempo, mais cicatrizado encontra-se

0 tecido.

609 * .
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40

20

[ PRF superficial
Il PRF profundo

*
60

40-
20 | |
G T T
Na R

Figura 22: Gréaficos de comparacdo entre 0s niveis de profiadéi e tempo (14

versus28 dias) intra-grupos para colageno tipo I. * p.650

TABELA 4 — Comparacédo entre os niveis de profundidade eadip versus 28

dias) intra-grupos para colageno tipo I. * p < 0.05

Tempos Controle PRP PRF

Dias Superficial  Profundo Superficial Profundo Superficial Profundo

14X 28 P<0.05 P<0.05 P >0.05 P >0.05 P<0.05 P<0.05
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Para o colageno do tipo Ill foi encontrado diferesggnificativa somente no grupo

Controle (p < 0.05) (Tabela 5) (Figura 23). J& gogpos PRP e PRF nao foi observada
diferenca estatistica (:05).
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Figura 23: Gréfico de comparacéo entre 0s niveis de profanidicc tempo (1dersus
28 dias) intra-grupos para colageno tipo Ill. * f.85.

TABELA 5 — Comparacgdo entre os niveis de profundidade eagipversus28
dias) intra-grupos para colageno tipo Ill. * p €%.

Tempos Controle PRP PRF
Dias Superficial Profundo Superficial Profundo Superficial Profundo
14X 28 P <0.05 P <0.05 P>0.05 P >0.05 P>0.05 P >0.05

Em funcéo de n&o encontrarmos diferenca signifiaajuando comparado 0s grupos
entre si nos niveis de profundidade, foi realizadpuncdo dos resultados obtidos, tanto
superficiais como profundos, por todos serem prievees da mesma amostra histologica,
porém em quantidade maior de cortes. Sendo assira,nédia foi estabelecida para cada
grupo.

Os dados qualitativos obtidos foram confirmadoavas das imagens de colaracao

Picrosirius Red que foram capturadas para postegitie serem quantificadas (Figura 24).
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Figura 24: Imagens capturadas na coloragao Picrosirius nyzoede 14 (A,Be C) e
28 dias (D, E e F), sendo A e C correspondentegmogControle, B e E ao grupo PRP e C e
F referentes ao grupo experimental PRF. AumentsOde

A analise da area de colageno do tipo |, relatbsagaupos de diferentes tratamentos e
tempos, demonstrou que houve diferenca estatisticBEmsignificativa em ambos o0s
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parametros analisados, com @05 (p = 0.0256 e 0.0002, respectivamente). Agpanalise
de variancia, foi realizado o tespwost-hocde Bonferroni para identificar quais grupos
diferiram entre si. Houve diferenca estatistica esat@ entre o grupo Controle e o grupo PRP
aos 14 dias apos o tratamento (p = 0.01). Ao coanpar grupos ControleRRP aos 28 dias,
0s grupos Controle BRF aos 14 e 28 dias, e os grupos PRP e PRF @ntlacomo aos 28

dias apés o tratamento ndo foi observada diferestatisticamente significativa (p 6:05)
(Figura 25).
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Figura 25 — Comparacéo entre as areas de coladgeno do tips diferentes grupos
tratados nos tempos 14 e 28 dias. * p < 0.05. G&ntPRP e PRF, n =7.

A analise do colageno do tipo Il foi realizadardasma forma que o colageno do tipo
I. Houve diferenca estatistica entre os gruposiféeedites tratamentos (p = 0.034) e entre os
diferentes tempos, apds o tratamento. Aos 14 diasrddos da aplicacdo dos tratamentos,
houve diferenca significativa entre os grupos Goate PRP. A comparagéo entre os demais
grupos, Controle e PRP (28 dias), Controle e PRFe(28 dias) e PRP e PRF (14 e 28 dias),
nao demonstrou diferenca significativa (0.85) (Figura 26).
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Figura 26 —Comparacao entre as areas de colageno do tigoditiferentes grupos
tratados nos tempos 14 e 28 dias. * p < 0.05. Clen&@ PRP, n=7. PRF, n = 8.

Ao comparar as areas de colageno dentro do grgmirdle quanto ao tempo, foi
observada diferenca significantemente estatistit@ ®s grupos 14 dias e 28 dias (p = 0.01)
para o colageno do tipo |, enquanto o valor de p fa05 para o colageno de tipo Il entre 14
e 28 dias no grupo Controle (Figura 27).

Ao comparar as areas de colageno dentro do grupd qelanto ao tempo, néo foi
observada diferenca significantemente estatistitae s grupos 14 dias e 28 dias para 0s
dois tipos de colageno (tipo | e 1), onde ©.85 (Figura 27).

Ao comparar as areas de colageno dentro do grugé dqtRnto ao tempo, foi
observada diferenca estatistica (p < 0.05) entrgrogos 14 dias e 28 dias, tanto para o

colageno de tipo I, quanto para o colageno delligbigura 27).
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6. DISCUSSAO

O tecido tendineo possui baixa capacidade de resggite devido a sua escassa
circulacdo sanguinea, oxigenacdo e nutricdo, gaeaspectos relevantes no processo de
reparacéo de um tecido, para uma evolucéo adeqgaadgeneracdo™

Em avaliacéo histolégica microscopica realizadpmsente estudo, foi observado na
coloracdo Hematoxilina e Eosina o processo de oepartecido do tendao de Aquiles, que
conforme literatura, ocorre em 3 fases que se pObre: inflamatoéria, proliferativa e
remodelament§46->3°>

Muitos trabalhos cientificos tém sido publicadosredesfes de tenddo com o objetivo
de aperfeicoar o reparo tecidtfal Nestes, diversos estudos tém demonstrado que a
administracdo de FC comop&GF e PDGF resultaram em melhores propriedadesnicasa
do tend&o reparadt'®*

Embora o efeito de FC na cicatrizacdo do tenddopéeissionante, tornou-se cada vez
mais claro que o reparo do tenddo ndo é acionadormpainico FC, mas requer a interacdo de
vérios fatore¥, o que justificou a utilizacdo do PRP e PRF nosadsabalho, j& que os
mesmos possuem uma gama de FC, que exercem, cenfdajewski et al. (20095,
coletivamente, efeitos poderosos e abrangentee sabicatrizacao.

Estudos experimentais tém demonstrado que a inf@mnarovoca ferimentos e
liberacédo de diversos FC, onde se incluem o FGatoi de plaquetas (PDGie, B eaf), 0
FC transformadof (TGF$1 e p2), o FC do endotélio vascular (VEGF) e o FC eiaitel
(EGFY2
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Diante destes preceitos, tanto o PRP quanto o RIRfcgm se enquadrar dentro das
propriedades ideais necessarias para uma rapideagdo e regeneracao tendinea. Conforme
Scutt et al, 2008’ a engenharia de tecidos acelera o processo deagdpados tecidos,
atribuindo-se as plaquetas uma linha promissorgugaestas possuem um papel fundamental
na homeostasia e sdo uma fonte natural de Csendo liberadas imediatamente apés a
lesad®.

Ao preparamos o tratamento PRP, a contagem plaguéarealizada, viabilizando
assim, o uso da amostra do sangue total. Conformimadet al, 2004, concentracdes
superiores a 300.000 plaquetas/pL sao suficiersties@preparo do PRP, sendo que no nosso
trabalho a concentracdo variou de 326.000 a 344gaendo entdo, vir a ser utilizada.

No presente estudo, o incremento de plaguetas @dRBndo comparado ao sangue
total variou de 676,16 a 1.136,36%, estando dedacoom os padrdes legais utilizados ao
tratamento. Marx (1998)e colaboradores determinaram que o PRP deve témaremento
plaquetario superior a 338%, considerado por Qbatial. (2000f° e Whitmanet al.
(1997)°° 0 nimero ideal para o tratamento apresentar sfieénéficos.

Segundo Marx (20013 e (2004%!, a concentracdo de plaquetas utilizadas como
referéncia para o uso terapéutico do PRP é de .0@0@laquetas/uL, coincidindo com o
namero de plaquetas que foram utilizadas no nossml@ Comprovacdes cientificas foram
realizadas, evidenciando que o aumento da curgedmbs moles ocorre nesta concentracgéo,
sendo que concentra¢cdes menores nao foram evidasgiara a cicatrizacéo de feridas

Weibrich et al. (20045° e colaboradores em um estudo realizadeivo, a fim de
avaliar a regeneragdo 0ssea, sugeriram que aiafddd®RP é dependente da concentracao
de plaguetas obtidas. Em baixas concentra¢cbes O0@0 plaquetas/ul), o PRP pode
apresentar efeitos pouco expressivos e, paradorgmem altas concentracdes (>1.000.000
plaquetas/pl) parece exercer um efeito inibitéAEm disso, Choiet al. 2003* também
verificou em um estudan vitro o efeito dose dependente do PRP sobre a osteegénes
demonstrando que a viabilidade e proliferacdo tidasosseas alveolares sdo suprimidas em
altas concentragoes.

Diversos estudos vém sendo realizados a fim déeadstzer uma cicatrizacdo mais
acelerada em tendbes de Aquiles lesionados. Estudakzados por Aspemberg e
colaboradores no ano de 26f4lemonstraram que a injecdo de um concentradtadeqias
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pode melhorar o reparo do tendédo de Aquiles ens.rdelhora das propriedades mecanicas
também foi encontrada utilizando-se PRP em tendidescavalds.

Contudo, a real eficacia do PRP ainda é deb&fifla

Apesar de todos os cuidados no manejo e proto@lobtencdo do tratamento PRP,
nosso estudo sugere que o uso de Plasma Rico eoeRlgs, quando aplicado imediatamente
apos a leséo, ndo é eficaz para a aceleracao despmde regeneracdo do tendao de Aquiles
em ratos, considerando os resultados histologitwglas nas coloracbes Hematoxilina e
Eosina e Picrosirius Red nas nossas condicOesdaali

Nossos achados corroboram com os resultados eocentemente vem sendo
publicados, onde o PRP néo tem efeito aceleradegeneracéo do tendédo de Aquiles. Em
estudo clinico randomizado realizado por Schegutl, (2010¥°, foi sugerido que o PRP
nao € util para o tratamento de rupturas no terndiicAquiles, ja que o0 mesmo nao
demonstrou qualquer efeito benéfico na cicatrizap@s ruptura, mas sim, impactos
negativos. Da mesma forma, de Joergel. (20112 em estudo clinico randomizado, duplo
cego e controlado, envolvendo 54 pacientes, namtapoqualquer efeito benéfico da
utilizacdo do PRP sobre a evolucéao clinica dosepées com tendinose.

Contudo, estudos recentes vém explanando que o Bp¥3ar de todas as suas
propriedades, ndo demonstra superioridade climgaparo ou regeneracao de alguns tecidos,
como tendad®> nervd® e oss8®, suportando os nossos achados.

Ja a fibrina rica em plaquetas possui um protodelproducao especifico na tentativa
de acumular plaquetas e liberar citocinas em unguto&e fibrind°, suportando os nossos
dados de contagem plaquetéria, onde foi observadasupressédo de plaguetas de 89,04 a
95,10%, ja que as mesmas estavam presentes na amanaler fibrina.

PRF, ao contrario do PRP, é preparado naturalmsene adicdo de trombina, e essa €
a hipotese de que o PRF, por possuir um quadribiest natural, pode proteger os fatores de
crescimento da proteéli¥eAlém disso, a ndo utilizacdo de fatores exterraxscbm que ndo
haja risco de reacdo imunogénica ou transmissémelecd’, ou seja, o0 método descrito para
a preparacdo do PRF possui facil manuseio, podsgrdiaciimente implementado na clinica,
tendo em vista sua simplificada aplicacao.

A atividade biol6gica da molécula de fibrina parsee a principal responsavel pelas
propriedades de homeostasia e capacidade cicatt@wiBRF. A fibrina fornece uma matriz

para a migracdo de células formadoras de tecidwoffiastos e células endoteliais) que
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participam do processo de angiogénese e sao reésmimgelo remodelamento do novo
tecidd.

Fatores de crescimento TGF-1 e PDGF foram ideatlifis no PR¥, demonstrando
que essas moléculas soluveis e varios outros Efaespresas nas malhas de fibrina do PRF,
sendo lancadas relativamente a longo pfarom efeito controlado, fornecendo um andaime
que poderia ajudar na qualidade e no tempo deadipat da les&t %

O PRFtem demonstrado ser uma membrana eficiente paggemeracao tecidual em
sitios cirargicos. Na angiogénese os FC atuam ga €t estimulacdo, ocorrendo entédo
crescimento vascular e aumento da sintese de ooldggavés da proliferacdo dos
fibroblastos§’.

Em funcao de todas suas propriedades, 0 uso daefiiica em plaquetas autéloga tem
sido proposto como uma estratégia para melhorasposta celular a lesdo no tendao e,
finalmente, a qualidade de repardtao que pode ser verificado nas duas anéliseddysitas
do nosso trabalho, onde PRF tende a ter uma adalergeneracéo do tecido tendineo.

Apesar das plaquetas, leucocitos e citocinas desgmapem comprovadamente um
papel importante na biologia destes biomateriais,PRF a matriz de fibrina certamente
constitui 0 elemento determinante responsavel pasau real potencial terapéufitd’ em
contraste ao PRP.

Conforme a cicatrizagdo progride, o niumero de Elastos proliferantes e vasos
novos diminuem; no entanto, os fibroblastos assurpegressivamente um fendétipo mais
sintético e, consequentemente, ha um aumento desigép de matriz extracelular Abbeis
al. (2008), o que pode ser notado nas imagens de colorac#oatbelina e Eosina
principalmente no grupo PRF, onde aos 28 dias h& negressdo vascular progressiva e o
tecido de granulacdo que aos 14 dias encontraadtes@ente vascularizado, transforma-se
em uma cicatriz palida, basicamente avascular. dspectos, nesta mesma coloracédo, néo
puderam ser observados desta forma nos gruposrmaepéais Controle e PRP.

Nosso estudo demonstrou que PRP e Solucdo saB8a, @m relacdo a area de
colageno | e Ill na coloracdo Picrosirius, apresern efeitos semelhantes no processo de
regeneracao do tendao de Aquiles de ratos em 28DRif@rente destes dois tratamentos, PRF
demonstrou uma cicatrizacdo mais acelerada, comisntle colageno | um pouco mais
elevados no tempo de 28 dias, porém nao signifiwatiJd, quando comparados

macroscopicamente, através de coloracdo HemawmxdinEosina, PRF demonstrou ser
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superior na aceleracédo da cicatrizacdo, tanto emua#to em 28 dias. J& o grupo PRP e
Controle, tanto em 14 quanto em 28 dias macrosaopote também foram similares,
diferindo apenas nas areas hemorragicas, onde pRRBeatou hemorragia nos dois tempos
avaliados e o grupo Controle somente no periodoidias.

Dohanet al. (2006¥°, também observaram que o PRF teria necessariamérits
efeitos que diferiam do PRP. PRP teria um efeitoigoae incontrolavel em curto prazo em
funcdo de suas altas taxas de trombina, iniciasdimmauma polimerizacao rapida. Ja o PRF,
por derivar de uma fonte natural, teria uma polag&o progressiva que ocorre durante a
centrifugacdo. Essa polimerizacdo progressiva @tivamente lenta pode vir a aumentar a
incorporacéo da circulacdo de citocinas nas malbdibrina®.

Quando observado o comportamento de regeneracadoésdsatamentos, aos 14 dias
para colageno |, o grupo experimental PRP possaiarrarea de colageno | e menor area de
coldgeno tipo Ill, demonstrando diferenca signifiza perante 0s outros grupos
experimentais. No entanto, quando avaliado quéwdtaente aos 28 dias, as areas de
colageno | e Il mantiveram-se, ndo havendo difgaesignificativa no tempo.

He et al. (2009 concluiu que a maneira de liberacdo dos fatoresrescimento
inseridos no PRP e PRF difere entre si. PRF lisewss fatores de crescimento de forma
gradual, e mantém a sua atividade a um periodtoveaeteaente longo quando comparado ao
PRP, o que pode explicar a estagnacdo do apardoirderncolageno tipo | aos 28 dias no
grupo PRP. Conforme modelo experimental realizaoioHe et al. (2009)2, que utilizou
ratos, foi verificado que PRF néo s prolonga eréibdo de fatores de crescimento, mas adia
0 pico de liberagdo. PRP atingiu o pico dos nideis FC TGF-1 e PDGF-AB no primeiro
dia. Em contraste, PRF teve o pico dos niveis defsderes aos 14 dias, ou seja, atrasou o
pico para duas semanas mais tarde do que o PRB.14pdias, PRF ainda mantinha os niveis
de FC estatisticamente mais elevados dos FC do §irP.

Segundo Abbast al. (2008}, alguns FC estimulam a proliferacdo de determimada
células e inibem o ciclo de outras, ou seja, unr faé crescimento pode ter efeitos opostos na
mesma célula dependendo da sua concentracdo. mesedgue tal parametro tenha sido um
fator limitante ao nosso trabalho, ja que a comagéb dos fatores de crescimento de cada
amostra utilizada nao foi quantificada anteriormreemtiplicagéo do tratamento na lesdo, o que
poderia vir a explicar a ineficacia do PRP.
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Entretanto, muitos FC que estao envolvidos no cepao produzidos pelos leucécitos
gue sao recrutados para o local da lesdo ou sz&masi nesse local, como parte do processo
inflamatéric’. No hemograma realizado anteriormente a aplicdodmatamento PRP, notou-
se um aumento de 33 a 125 % na quantidade de l@mg@or microlitro em relagdo ao
sangue total do rato, confirmando assim que fatdeesescimento encontravam-se presentes
na Plasma rico em plaquetas preparado pelo nogpo de pesquisa.

Quando comparado o tratamento PRF intra-grupogatanto para colageno | quanto
para colageno Il quanto ao tempo de 14 e 28 dipiesentou diferenca significativa (p <
0.05). No tratamento com solugéo salina 0,9%, pal&geno | quando comparado nos dois
tempos também demonstrou diferenca significativa (p05), o que ndo pode ser observado
no tempo de 14 e 28 dias para colageno tipo | edlgrupo tratado com PRP, explanando
uma cicatrizacdo mais tardia. Colageno tipo | esdld os principais componentes da matriz
extracelular em tend&¥s onde colageno tipo | representa de 65 a 95% daanseca do
tendao e colageno tipo Ill aproximadamente £6%§2

Colageno tipo | representa 95% de todos os tiposcalégeno presente no
tenddd™®>® Na coloracdo Picrosirius Red, foi observado enssootrabalho que
concomitantemente ao aumento da area de colagembrio grupo experimental PRF aos 28
dias (47,74%), houve diminuicdo na area de colagieondll (46,00%). Em contraste, grupo
Controle e PRP aos 28 dias tiveram maior area Egeoo tipo Il (59,07% e 50,57%) e
menor porcentagem de colageno tipo | (40,91% e484)2 Ja aos 14 dias, a porcentagem de
colageno tipo 1l foi maior nos grupos Controle (3®%) e PRF (66,94%), se mantendo no
grupo PRP igual como aos 28 dias (50,57%). Confditeratura, a sintese de colageno tipo
[l aumenta durante o reparo precoce, mas acreditgue quando ele diminua, o tipo de
colageno | seja sintetizado e organizags®

Alguns cortes da coloracdo Picrosirius Red nao nandeser contabilizados, devido a
mé confecc¢do dos cortes histologicos e coloragalepdo-se entdo algumas amostras, o que
influenciou na significancia do trabalho.

Em estudo experimental realizado por Eliassn al. (2009}}, em ratos, foi
demonstrado que o terceiro dia ap0s a lesdo comdspa fase inflamatéria, onde os dias 8 e
14 se referem a fase proliferativa e dia 21 de dmfagdo, sendo, portanto a inflamacdo a
primeira etapa do processo de cicatrizacdo doddsaolagends. No presente estudo optou-

se por avaliar os dias 14, referente a fase pratif@, bem como o dia 28 a fim de visualizar
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uma completa regeneracao tendinea. No entantcenimdp de 28 dias ndo foi verificado uma
cicatrizacdo completa no tenddo de Aquiles lesiondel ratos. Acredita-se que tal aspecto
ocorreu devido a cicatrizacdo primaria do tendammdir a um ritmo relativamente mais

lento do que a cura de outros tecidos conjuntidesjdo a sua baixa vascularizacdo e os
componentes celulares expressos no tecido terfdftieo

Em funcéo disto, seriam necessarios novos expetimenfim de avaliar a progressao
da cicatrizacédo, o que foi considerado um fatortdimie ao nosso estudo devido ao elevado
namero de animais que seriam necessarios para tal.

Contudo, seguindo esta linha, pode-se dizer qusteeima tendéncia na melhora e na
aceleracdo da cicatrizacdo, através da utilizagioFitrina rica em plaquetas, quando
comparado a solucéo salina 0,9% e Plasma rico aqu@ias no tendédo de Aquiles de ratos.
E, portanto, pode-se deduzir que PRF tem uma peirgpeénteressante no uso clinico, sendo
necessarios, poréem mais estudos experimentaisieodia fim de determinar a validade do
procedimento.

Testes funcionais, como o teste biomecanico, seriteressantes de serem analisados
a fim de avaliar a forca de ruptura, 0 que contri@uaos nossos resultados, estimulando

assim, a continuacdo desta pesquisa.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo enthwvaem conta as limitacdes do

mesmo, pode-se concluir que:

* Solucéo salina 0,9% e Plasma Rico em Plaquetasigrossefeito semelhante na
regeneracao do tend&o de Aquiles em ratos.

* No periodo precoce de reparacdo tendinea (14 diagjupo PRP apresentava
mais colageno tipo | (37,16%) em relacdo ao PRFE6229), demonstrando

diferenca significativa (p < 0.05) quando comparad@rupo Controle (16,22%).

* O Plasma rico em plaguetas ndo promove a cicafiizacelerada no Tendao de

Aquiles de ratos num periodo de 28 dias.

» Existe diferenca significativa quando avaliadosmjitg@ivamente intra-grupos no
tempo de 14 e 28 dias tanto para colageno tipaihtgupara o tipo Ill no grupo
experimental PRF (p < 0.05), bem como aos 14 dies golageno tipo | no grupo
Controle.

* Os dados obtidos neste trabalho sugerem que an&iRica em Plaquetas tem
tendéncia a promover a regeneracado acelerada dactete Aquiles de ratos,

trazendo perspectivas promissoras para futurasagiiles na clinica.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate and compare the effect of using Rafich Plasma (PRP) and
Platelet-Rich Fibrin (PRF) in repairing rats Acegltendon (AT).

Material and Methods: Forty-eight adult male rats randomized into theegerimental
groups: PRP, PRF and Control (saline 0.9%). A 3langitudinal incision was made in the
right leg of each rat in order to expose the ATtekait was made a break in the same
horizontal, and the repair performed with sutures$er-type, when the sequence was applied
50 pL of the treatment in question. After 14 andd2§s postoperatively, the targeted part of
the AT was removed, thus initializing the histolmai processing (Hematoxylin/Eosin; Sirius
Red) to obtain results. The data obtained wereesged at 5% significance level (p <0.05)

with mean + SE.
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Results:When comparing the three groups together, asn® &and area of collagen type | and
lll, only statistical difference between the cohtgroup (16.22%) and the PRP group
(37.16%) at 14 days after the treatment, no sidibt significant difference was observed in
the other groups. In the same way, when comparddnagroups of 14 and 28 days, the PRF
group showed a significant difference for collagg27.76% and 47.74%) and Il (66.94%
and 46%) respectively. Control group showed sigaift difference in collagen type |
(14.20% and 40.90%), not observed any significafference in the PRP group. When
evaluated on Hematoxylin/Eosin staining, PRP amdrobwere similar in the times studied,
differing only in the presence of hemorrhage, thas more expressed in the PRP
group. Already the group PRF has shown to be magganized, especially in time of 28 days
compared to the other two treatments.

Conclusion: The data from this study suggest that the Plafiet- Fibrin tends to promote
the accelerated regeneration of the Achilles termforats, bringing promising prospects for

future use in clinic.

Keywords: tissue repair, growth factors, injury, tendon,t@let-rich plasma, platelet-rich
fibrin.

1. INTRODUCTION

Tendon injuries are a constant challenge in ortimpe medicine, with an annual
incidence estimated at one break per 10.000 p&€opédfecting the whole population and
athlete&®, which stimulates the development of research @ime the
improving and acceleration of therepair and regdien of the injured tendon.

However, this situation can be improvaatgh the use of tissue engineering, thus
accelerating the process of repairifig itattributing the platelets a promising line, since
these have a key role in homeostasis and a natomate of growth factot§The platelet-rich
plasma (PRP) is aplasma volume with high plateleount®, andis known to

&*8and is therefore seen

have different types of growth factorsin high oemication
as a natural source of growth factors, easy adiprisiand low cost associat8dSeveral

studies have evidenced the efficacy of PRP in thpair and regeneration of various
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§20:243499ncluding tendon™®and others, by contrast, do not demonstrate thieal

tissue
superiority of PRPin the repairor regeneration sbme tissues such as néfve
and tendott*2

The platelet-rich fibrin consists of a concentraiteplatelets on fibrin membrane
with a high potential for tissue repdir'® it was obtained from autologous blood and without
addition of external factors

The aim of this study was to evaluate and comphaecetfect of using platelet-rich

plasma (PRP) and platelet-rich fibrin (PRF) in liepg rats Achilles tendon.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Animal Model

There were used 54 ratRaftus norvegicys Wistar) adult male, weighing
approximately 280g. The Research Ethics Committee Animal Use approved this
study. The animals were randomized divided inteelgroups: control (n = 16), PRP (n = 16)
and PRF (n = 16). Evaluations were performed atay$ (n = 8) and 28 days (n = 8) for each
group respectively.

The rats were anesthetized with Ketamine Hydroaidor(60 mg.kg-1) and
Meperidine (20 mg.kg-1) associated both intramuwstyl applied in the left leg of each
rat. Trichotomy was performed in the region as vasllantisepsis with 70% alcohol, where
later a superficial longitudinal incision was perfied 3 cm in the right leg of each rat, thus
exposing the Achilles Tendon. With the aid of scadjimicroscope (DF Vasconcellos) was
held in a horizontal rupture of Achilles tendonrafs in experimental groups. The repair was
used Kessler-type suture using mononylon 7-0 (BthiSomerville, NJ) was applied on the
lesion 5@QiL of the treatments in question: PRP, PRF and G8ffie solution. The skin was
restored by suturing, using Vicryl 5-0 (Ethiconk Aanalgesics and anti-inflammatory,
Ketoprofen was administered subcutaneously oncdy dar 3 days (5 mg kg,
intramuscularly).

Six animals, corresponding to the donor, died fexsanguination technique in order

to obtain the treatments. After 14 and 28 daysqpesatively, the euthanasia was performed
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of experimental animals (n = 48) by an intracardiagection with a lethal dose of
Thiopental. The tissue sample corresponding toiriwged area of the Achilles tendon was

removed, starting the booting process to obtaitolugic results.
2.2 Platelet-Rich Plasma

Platelet-Rich Plasma was prepared 2 hours befoee ghbrgical procedures.
Approximately 6 mL of blood was collected from dommimals via cardiac puncture with the
aid of a syringe containing 1.2 mL of Acid Citrddextrose anticoagulant (ACD Solution A -
Becton Dickinson and Company Broken Bow, BJ, USAe sample was subjected to
centrifugation (Centrifuge Model Centribio-80-2B) H800 RPM (250 X g, 10 minutés)
where the blood, according to the density gradigivided into three layers: 1 - plasma poor
in platelets (PPP). 2 - area of haze (plateletdeuicbcytes) 3 - erythrocytes. The supernatant,
along with the zone of mist and small quantity @ blood cells with the aid of pipette, was
transferred to another tube that was submittedsiecand centrifugation at 3.600 RPM (1.000
X g, 10 minutesy. By this way, was obtained only the plateletstie high concentration
(600 uL, PRP), where a portion of 50 pL, alreadtivated with (CaCl2) and thrombin
combined (in 1.000U/mL in 100mg of Calcium Chlojideas applied separately in each
lesion. The platelet count was carried out fromAl&omatic Blood Counter - ABC Vet TM -
Horiba Medical.

2.3 Platelet-Rich Fibrin

Following the same procedures and carel useproduction of PRP was collected
approximately 6 mL of blood from each donor anirtteibugh cardiac puncture. The sample
was placed in Falcon tubes without addition of@#gulant. The blood was centrifuged only
once, at 3.000 RPM (400 X g, 10 minutésylividing the sample into three segments. At the
bottom of the tube was placed a layer of red c#iks,higher the platelet-poor plasma and in
the middle tier, the PRF clot itself.

The membrane PRF was immediately withdrawthe tube with tweezers and
separated from the remaining blood with surgicadssrs. A sample equivalent to 50 pL of
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PRF was then applied to the lesion. The platelentevas conducted from the Automatic
Blood Counter - ABC Vet TM - Horiba Medical.

2.4 Histology

The samples were immediately fixed in 10% buffdmedhalin for a period of 48 to 72
hours. After this period, samples were dehydratdgudifferent increasing concentrations of
alcohol, followed by diaphanization by Xylene anthbedded in paraffin. Longitudinal
sections (4 um) were performed in the tendon. Sgdrand deep cuts from each sample
were performed in duplicate, so the depth in thertcestablished after sectioning the sample

by 15 times. All prepared slides were classifiectbge.

2.5 Hematoxylin and Eosin staining

The samples (4 um) were immersed for 1 minuteamistg Harris Hematoxylin, an
soon after washed in running water, distilled wated immersed for 3 minutes in Eosin
staining, followed by dehydration and diaphanizatibhe samples were visualized by light
microscopy. The injured area of the Achilles tendees found and then performed in the
capture of images of magnification X200 in supéafiand deep cuts, which ranged from
seven to eleven images each.

All histological images were analyzed qualitativédlgm the Image Pro Plus 4.5.1 ®
(Media Cybernetics, Inc.), considering the followircriteria: vascular proliferation,
mononuclear cells, polymorphonuclear cells, fibaslic and epithelial cells.

2.6 Sirius Red Staining

In Sirius Red staining (Cross-polarization Micrgsgp the samples (4 um) were
immersed in Sirius Red, being after washed in ltidtiwater, dehydrated, diaphanized and
mounted. The images were captured under polarightirhicroscopy, with the microscope at
full brightness and exposure time ranging from 4070 milliseconds. The lens used to
capture images was X50, three fields were selentedach sample of the blade, which

represented the entire lesion.
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To quantify the different types of collagen presenthe Achilles tendon, taken as a
basis for the yellowish-red coloration stronglyasated fibers and thicker (Collagen Type I)
and greenish thin fibers coupled to the typical etypdl collagen. The images were
quantitatively analyzed using the software Image Plus 4.5.1 ®. where from counting the
number of pixels and the average count of threectad images, there was obtained the total
area that was transformed into percentage.

2.7 Statistical Analysis

The obtained results were expressed as mean mn8Bnalyzed by one way ANOVA
-and two-way repeated measures followed by Bonfiérqmost hoctest, using the GraphPad

Prism Software. The significance level was set « 95.

3. RESULTS

3.1 Platelet Counting

All donor animals showed blood count within themat range, where the quantity in
platelets blood total ranged from 286.000 to 50Q.platelets / pL. After centrifugation, PRP
in the number of platelets per microliter was 2.606 to 4.080.000, proving that the
technique has increased up to 12 times the coratemtrof platelets per pL after making the
protocol, in this way there was an increase platslgregation from 676 to 1136%. Increase
from 36 to 125% in the number of leukocytes ing@kttrich plasma was also observed. In the
PRF, the platelet count decreased a lot, rangog ft4.000 to 55.000 platelets / uL, showing
that the preparation technique was effective.

3.2 Hematoxylin and Eosin staining
Analyzing the histological sections obtained in theee experimental groups: Control,

PRP and PRF on 14 and 28 days, there was no nopicsatly difference from the superficial

and deep cuts in each specific sample.




Artigo Original em Inglés 86

When evaluated in general among the groups atirtteedf 14 days, the PRP and the
control group remained at the same level of cadiliylavith granulation tissue active. What
differed between the two groups was the greatesgmee of hemorrhage in the PRP
group. When comparing the control group with theFPR was noted that the process of
neovascularization was more advanced in the groegted with Platelet-Rich Fibrin. The
amount of inflammatory infiltrates was lower in tR&F, without the presence of granuloma
and in the control group. Compared the group PR®& RRF, intense difference can be
observed. Inflammatory cells, hemorrhage, monomucéd polymorphonuclear cells were
present in greater abundance and more disorgamzeBP group. Formation of new vessels
was higher in PRF than in the PRP in 14 days.

However, when groups were evaluated together edtirtie of 28 dayssersuscontrol,
PRP were macroscopically similar, however, in thBRPPgroup were still observed
hemorrhagic areas. However, when compared ComtrslusPRP and PRF, large qualitative
difference was observed in the samples, such asased cellularity, with a clear and large
amount of fibroblasts and less collagen fibergiofilytes and regions of fibrosis in the courts
of the samples of control group and PRP, obsemiag the majority of these samples
fibroblasts were young, that is, had vesicular eusland loose chromatin.

Unlike what happened in these two experimental ggpothe PRF group, at 28 days,
the tissue showed more condensed and organizedthvatlargest number of fibrocytes with
elongated nucleus and dense chromatin and a lomeurt of fibroblasts with vesicular
nucleus, characterizing a tissue partially healed.

However, despite the qualitative comparative amgalgmong the different treatments
and control (Figure 1), it is possible to suggbat both the PRF as the control group showed
a process of tissue repair more progressive thar?BP. This conclusion can be made based
on microscopic features observed in the tissueptesence of different cell types, the number

of blood vessels and collagen fibers arrangememglthe 14 and 28 days.

3.3 Sirius Red staining

When we performed a comparison the areas of tyg@ldgen among the groups, at
the depth of the lesion (superficial and deep) &nee (14 and 28 days), there was no
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interaction between the two groups in the timeduatad (p> 0.05). Similar results were
found for type Il collagen in the level of depthtbe lesion (p> 0.05).

The comparison of the areas of both collagen tygaditype Ill, in relation to the level
of depth (superficial versus deep) and time witlrioups did not differ significantly on days
14 and 28, when analyzed separately.

The figure 2 shows the graphs of the results diaserand deep analysis of collagen
type | (A, B, C) and collagen type Ill (D, E, F).

Analyzing the levels of depth and time (ldrsus28 days) intra-group difference was
statistically significant in the PRF and controbgps for type | collagen, which was expected
due to the process of injury repair, where the tjoes by, more healed tissue is. For collagen
type Il was found significant difference only inet control group. Already between the PRP
and PRF groups was not statistically significaffedence.

As a result of not finding significant differencedhen compared the groups between
them in the levels of depth, was made to mergedbelts, both surface and deep, for all are
from the same histological specimen, but in largerount of cuts. Thus, an average was
determined for each group. The qualitative dataeweonfirmed by the Picrosirius Red
staining images were captured for later quantifiedyure 3)

The analysis area of collagen type |, on groupglitierent treatments and times
showed that there was a statistically significaffedence in both parameters analyzed (p =
0.0256 and 0.0002, respectively). After the analygdivariance test was performpdst-hoc
Bonferroni test to identify which groups differéhere was statistical difference only
between the control group and PRP group at 14 afégstreatment (p = 0.01). By comparing
the PRP and control groups at 28 days, the PRIE@mol groups at 14 and 28 days, and the
PRP and PRF groups both at 14 and 28 days afsnteat was not statistically significant
difference (p> 0.05). ( Figure 4).

The analysis of collagen type Ill was performedha same way as collagen type |.
There was statistical difference between groupglifierent treatments (p = 0.034) and
between the different times after treatment. Atdb4s after the application of treatments,
there was significant difference between the PRE eontrol groups. The comparison
between the other groups, Control, and PRP (28)d@gmtrol and PRF (14 and 28 days) and
PRP and PRF (14 and 28 days) showed no signifdiiatence (p> 0.05) (Figure 4).
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By comparing the areas of collagen in the contmmug as to time, significant
difference was observed between the groups 14 dagls28 days (p = 0.01) for type |
collagen, while the p value was > 0.05 for collaggye 11l from 14 to 28 days in the Control.
When we compare the areas of collagen within th® BRoup as to time, there was no
significant difference between groups 14 days ahdi@ys for both types of collagen (type |
and Ill), where p > 0.05.

Comparing the areas of collagen within the groupFP& to time, a statistical
difference (p <0.05) between groups 14 days anda38 for both collagen type | and for type
[l collagen. (Figure 5).

4. DISCUSSION

The tendon tissue has a low capacity for regemaralbiecause of it low blood
circulation, oxygenation and nutrition, which ameportant aspects in the process of repairing
a tissue to an orderly progression of regeneratfon

In microscopic histological evaluation performedtims study, it was observed in
Hematoxylin and Eosin staining the process of @smpair of the Achilles tendon, which
according to the literature, occurs in three thariap phases: inflammatory, proliferative and
remodeling®*>2%%

Many scientific studies have been published oddarinjuries in order to improve the
tissue repalt In these, several studies demonstrated that astnaition of FC afFGF and
PDGF resulted in better mechanical properties mdae repaired®.

Although the effect of growth factors in the hegliaf the tendon is impressive, it
became increasingly clear that the tendon repaioisontrolled by a single growth factor, but
requires the interaction of various facfrsvhich justified the use of PRP and PRF in our
work, since they have a range of growth factorser@sing, as Majewski, (2008)
collectively, powerful and far-reaching effectstbie healing.

Experimental studies have shown that inflammateumses injury and release of several
growth factors, which include platelet-derived gtbwfactor (PDGFaa, off and Bp),
transformer growth factdd (TGF{$1 andp2), growth factor by vascular endothelium (VEGF)
and epidermal growth factor (EGE)
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Given these precepts, both the PRP and the PRF teefmwithin the ideal properties
required for a quick tendon repair and regenera#isnScuttet al (2008§* tissue engineering
accelerates the process of tissue réhajiving platelets is a promising line, since theage a
key role in homeostasis and are a natural sourggosith factors®, immediately after being
released injury’.

When preparing PRP treatment, the platelet courst peaformed, thereby allowing
the use of whole blood sample. As Aniteal (2004} concentrations greater than 300.000
platelets / pL are sufficient for the preparatidnP&RP, and in our work the concentration
ranged from 326.000 to 344.000 platelets / puL, Wwitian then be used.

In this study, the increased in platelet PRP coegbdo whole blood ranged from
676.16 to 1.136.36%, which is consistent with thgal standards used to treatment. Marx,
(1998¥2 and collaborators determined that the PRP platelett have an increase of more
than 338%, considered by Obarmb al. (2000¥° and Whitmanet al. (1997F° the ideal
number for the treatment has beneficial effects.

According to Marx, (2002} the concentration of platelets used as refereacehe
therapeutic use of PRP is 1.000.000 platelets ¢qihciding with the number of platelets that
were used in our study. Scientific evidences weralacted, showing that the increase in soft
tissue healing occurs at this concentration, wisel@aer concentrations were not evident for
the healing of woundd

Weibrich et al. (2004%* and colleagues in a study in order to evaluate biiee
regeneration suggested that the effectivenessedPRP is dependent on the concentration of
platelets obtained. At low concentrations (<1 railliplatelets / uL), PRP may have little
expressive effects and, paradoxically, at high eatrations (> 1,000,000 platelets / pL)
seems to exert an inhibitory effect. In additiomoCet al. (2003}° also verified in a study in
vitro the dose-dependent effect of PRP on oste@jgngemonstrating that the viability and
proliferation of alveolar bone cells are deletetligh concentrations.

Several studies have been conducted to establa$ter healing of Achilles tendons
lesions. Studies by Aspemberg, (2004ind collaborators, demonstrated that an injeation
platelet concentrate may improve the repair of Aletilles tendon in rats. Improvement of
mechanical properties was also found using PREridinosis of horsés

However, the real effectiveness of PRP is stilladed®*®
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Despite all care in management andrreat protocol for obtaining PRP, our study
suggests that the use of Platelet-Rich Plasma, \apphed immediately after lesion, is not
effective to increse speed of regeneration prooéske Achilles tendon in rats considering
the results obtained in histological staining Heswglin and Eosin and Picrosirius Red in our
conditions evaluated.

Our findings corroborate the results that have hméslished recently, where the PRP
has no effect on the rapid regeneration of the Weshtendon. In a randomized clinical trial
conducted by Schepudt al. (2010¥?, it was suggested that the PRP is not useful Her t
treatment of Achilles tendon ruptures, since itrddteshow any beneficial effect on healing
after rupture, but, negative impacts. In the samag, by De Jonget al. (2011)% in a
randomized clinical trial, double blind and conled! trial involving 54 patients, did not
identify any beneficial effect of the use of PRP the clinical course of patients with
tendinosis.

However, recent studies explaining that the PRBpitke all its properties, does not
demonstrate clinical superiority in the repair @generation of some tissues, such as
tendort®>*? nervé’ and bon&, supporting our findings.

Since Platelet-Rich Fibrin has a protocol of specgroduction in an attempt to
accumulate platelets and release cytokines in @fition®® supporting our data of platelet
count, which was observed a suppression of platéietn 89.04 to 95.10% as they were
present in the membrane of fibrin.

PRF, unlike PRP is prepared naturally without ttiditton of thrombin, and this is the
hypothesis that the PRF, as it has a natural gdiibian, it can protect the growth factors
proleolysig®. In addition, no use of external factors, causesisk of immunogenic reaction
or transmission of illned§ in other words, the described method for the gmaton of the
PRF has easy handling and can be easily impleméntduhical practice, given its simplified
application.

The biological activity of the fibrin molecule seeno be primarily responsible for the
properties of homeostasis and healing capacith@fRRF. Fibrin provides a matrix for the
migration of tissue forming cells (fibroblasts aeddothelial cells) that participate in the
process of angiogenesis and are responsible fardeling the new tissde

Growth factors TGF-1 and PDGF were identified inf®Rdemonstrating that these

soluble molecules and several other growth facémestrapped in the fibrin meshes of the
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PRF, being released for long tifhein controlled effect, providing a scaffold thatutd help
in the quality and to repair end of the injary®*:

The PRF has been shown to be an effective memidmngssue regeneration in
surgical sites. In the angiogenesis the growthofactwork in stimulation phase, then
occurring a vascular growth and increased synthesiscollagen by the fibroblasts
proliferatiorr®.

According to all its properties, the use of augolos platele-rich fibrin has been
proposed as a strategy to improve the cellularomsp to tendon injury, and finally the quality
of repaif®, which can be seen in two histological analyzeswfwork, where PRF tends to
have an accelerated regeneration of the tendon.

Although platelets, leukocytes and cytokines play@ven role in the biology of these
biomaterials, in the PRF, the fibrin matrix is eémty the key element responsible for its real
potential therapeutté*’in contrast to PRP.

As healing progresses, the number of fibroblastd proliferating new vessels
decrease, however, the fibroblasts gradually takemare synthetic phenotype, and
consequently there is an increased deposition wa@llular matrix, which can be noted the
images of Hematoxylin and Eosin staining mainlythe PRF group, where at 28 days is a
progressive vascular regression and granulaticudigt 14 days that is highly vascularized,
becomes a pale scar, essentially avascular. Tispsets, in the same color, could not be seen
in this way in the experimental groups Control &RP.

This study showed that PRP and saline 0.9% inioelab the area of | and Il collagen
in Sirius Red staining, showed similar effects be tegeneration process of the Achilles
tendon of rats in 28 days. Unlike these two treatsiePRF showed a more acceleration of
healing, with levels of collagen | a little higheat the time of 28 days, but not
significantly. Already, when compared microscodizaby Hematoxylin and Eosin staining,
PRF showed be superior in accelerating the healithgth 14 and in 28 days. The group PRP
and control, both at 14 and 28 days were also mioqically similar, differing only in the
hemorrhagic areas, where PRP had hemorrhage itirtves evaluated, and the control group
only 14 days.

Dohanet al. (2006)> also observed that the PRF would necessarily havieus
effects that differed from the PRP. PRP would hawveassive effect and uncontrollable in the

short term due to their high rates of thrombin, rébg initiating an accelerate
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polymerization. The PRF, by deriving from a natusalrce, it would have a progressive
polymerase which occurs during centrifugation. Tlpgeogressive and relatively slow
polymerization may increase the incorporation dbkines circulation in loops fibrifi.

When we observed the behavior of regenerationerthitee treatments at 14 days for
collagen |, the experimental group PRP had highea af collagen | and the smaller area of
type 1l collagen, demonstrating a significant difnce towards other groups. However,
when quantitatively assessed at 28 days, areaslizgen | and Il remained, with no
significant difference in time.

He et al. (2009}° concluded that the way to release the growth fadtwluded in PRP
and PRF differs between them. PRF release theiwtgréactors gradually, and retains its
activity to a relatively long period compared toRPRRvhich may explain the stagnation of the
appearance of type | collagen at 28 days in the. RRRn experimental model performed by
He et al. (2009Y°, which used rats, it was found that PRF not omlgngs the release of
growth factors, but postpones the peak release!sPsRak levels of growth factors TGF-1
and PDGF-AB were reached in the first day. In castir PRF had the peak levels of these
factors at 14 days, in other words, the peak wdaydd for two weeks later than the
PRP. After 14 days, still held PRF levels of grovdictors statistically higher than growth
factors of the PRP.

According to ABBASet al. (2008}, some growth factors stimulate the proliferatién o
certain cells and inhibit the other cycle, in othesrds, a growth factor can have opposite
effects in the same cell depending on its conciatralt is believed that this parameter has
been a limiting factor to our work, since the cartcation of growth factors for each sample
used was not quantified before application of teatment on the lesion, what could explain
the ineffectiveness of the PRP.

However, many growth factors who are involved ipaie are produced by leukocytes
that are recruited to the site of injury or aréwvated in this location, as part of inflammatbry
In the hemogram conducted before the applicatidARP treatment, we observed an increase
from 33 to 125% in the number of leukocytes perraiiter in relation to the whole blood of
the rat, thus confirming that growth factors weresent in platelet-rich plasma prepared by
our research group.

When compared the PRF treatment intragroup, t@tba for collagen | and Il as to

the time of 14 and 28ays, a significant difference was showed (p <0.0bjreatment with
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saline 0.9%, to collagen I, when compared in the times also was showed a significant
difference (p <0.05), which can’t be observed meiof 14 and 28 days for type | and llI
collagen in the treated group with PRP, explairandelayed healing. Collagen type | and Ili
are the main components of the extracellular matrixendon®, where type | collagen
represents 65 to 95% of the dry tendon, and callagse I1l approximately 10963239

Collagen type | represents 95% of all types ofageh present in tend@rf’* In
Sirius Red staining was observed this work thatoaritant the increase in the area of type |
collagen in the experimental group PRF at 28 ddys74%), a decreased in the area of
collagen type lll (46.00%) was showed. In contraeptrol group and PRP at 28 days had a
greater area of collagen type 11l (59.07% and 5&p@&nd lower percentage of type | collagen
(40.91% and 37.24%). Already at 14 days, the péagenof type Il collagen was higher in
control groups (73.30%) and PRF (66.94%), remaihedsame as in the PRP group at 28
days (50.57%). According to the literature, thetbgais of type Il collagen increases during
the early repair, but it is believed that when leerdases, the type | collagen is synthesized
and organized?"*

Some cuts of Sirius Red staining could not be actml because of the poor
preparation and in staining of histological sedidnsing some samples, which influenced in
statistical significance of the work.

In an experimental study conducted by Eliassbal. (2009}* in rats, was shown to
the third day after injury corresponds to the imffaatory phase, where the 8 and 14 days
refer to the proliferative phase, and remodelind d#re 21 day, therefore inflammation the
first stage of collagens tissue healthdn this study we chose to evaluate the 14 d&jative
the proliferative phase, as well as 28 days in orde view complete tendon
regeneration. However, the 28 day period was neeoled a complete healing in injured
Achilles tendon of rats. It is believed that thegpact was due to the primary healing of the
tendon to progress at a relatively slower pace tharhealing of other connective tissues, due
to its low vascularity and cellular components esged in the tissue tendintids

Because of this, new experiments aedad to assess the progression of healing,
which was considered a limiting factor for our studecause of the large number of animals
that would be necessary for this.

However, following this line, we caaysthat there is a trend of improvement and

acceleration of healing through the use of PlageRith Fibrin, compared to 0.9% saline
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solution and Platelet-Rich Plasma for Achilles mmdats. And so, is possible to deduce that
PRF has an interesting perspective in clinical b®#ng necessary more experimental and
clinical studies to determine the validity of thegedure.

Functional tests, such as the biomechanical tesi|dibe interesting to be analyzed to
evaluate the tensile strength, which would contebto our results, thus encouraging the

continuation of this research.
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IMAGES

Figure 1: Images captured in Hematoxylin and Eosin stainimga longitudinal
section, where: A = control group; B = PRP group=®RF group; 1 = 14 days; 2 = 28
days. Magnification: X200.
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Figure 2 - Superficial and deep analysis of Type | CollaganB, C) and Type Il
Collagen (D, E, F) at the time of 14 and 28 days.
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Figure 3: Images captured in Sirius Red staining in longitabsection in the times of
14 (A, B and C) and 28 days (D, E and F), wheres 8ontrol group; B = PRP group; C =
PRF group; Magnification: 50X.
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Figure 4 - Comparison between the areas of Type | and lllageh at different
treated groups in time 14 and 28 days. * p <0.05.@ontrol, PRP and PRF (n =7); B =
Control and PRP (n =7) and PRF (n = 8).
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ANEXO A: Aprovacéo do Comité de Etica para o uso de anid@RUCRS

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAQ

{ﬁ'ft CEUA: Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
>
PLIC COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS

Oficio 190/10 — CEUA Porto Alegre, 02 de dezembro de 2010.

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 10/00191, intitulado:
“Comparacio do efeito do plasma rico em plaquetas e fibrina rica
em plaquetas no reparo do tenddo de aquiles em ratos”, com a
recomendac¢do em anexo.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

-
f
\

‘ \
Profal Dra. Anamaria Gongalves Keijo
Coordenadora do CEUA — PUCR

IImo. Sr.
Prof. Dr. Jefferson Luis Braga da Silva
N/Universidade

Campus Central

PUC Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314

CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br




