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RESUMO

MAIA, Leandro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2008. Plasma rico em
plaguetas no tratamento de tendinite em equinos: avaliacdo clinica, ultra-
sonografica e histopatologica. Orientadora: Maria Ver6nica de Souza, Co-
Orientadores: Geraldo Eleno Silveira Alves, Laércio dos Anjos Benjamim e Jose Ivo

Ribeiro Junior.

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte autégena e econdmica de diversos fatores
de crescimento, com grande potencial terapéutico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito PRP no tratamento da tendinite induzida no tenddo do musculo flexor digital
superficial (TFDS) de eqlinos mediante avaliacdo clinica, ultra-sonogréafica e
histopatologica. Para isso foram utilizados seis equinos higidos machos castrados, com
idade entre oito e 15 anos (X = 12 anos). A tendinite do TFDS foi provocada em ambos 0s
membros toracicos, mediante a administracdo intratendinea de 2,5 mg de colagenase (2,5
mg.mL™), sendo esse procedimento considerado o inicio da fase experimental. Doze dias
apos a inducdo da tendinite, os animais foram submetidos a dois tratamentos: sendo que na
lesdo efetuada no TFDS direito (grupo tratado — GT), foi administrado 2,5 mL de PRP
ativado com cloreto de célcio a 0,0125 mol.L™, contendo concentragdes variando de
320.000 a 500.000 plaquetas.puL™; na tendinite do TFDS esquerdo (grupo controle - GC),
foi administrado 2,5 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%). Apos trés dias de iniciado o
tratamento, os animais foram submetidos a atividade fisica controlada e progressiva
durante 32 dias. Nos primeiros trinta dias ap6s inducdo da tendinite, os equinos foram
submetidos a exame fisico diario e, posteriormente, foram monitorados clinicamente duas
vezes por semana até o término do experimento. Exames ultra-sonograficos foram
realizados antes e apos inducéo da tendinite (48 horas apés e no 7°, 12°, 14°, 21°, 28°, 35°,
42° dia do experimento), sendo avaliado a area transversal do tenddo (ATT), éarea
transversal da leséo (ATL), o percentual da ATL, a intensidade e ecogenicidade da lesao,
assim como o paralelismo das fibras colagenas. No 48° dia foi realizada bidpsia do local
da lesdo para exame histopatoldgico. A avaliacdo clinica realizada apds tratamento (12°



dia ao 45° dia) revelou, em funcdo do tempo, reducédo (P<0,05) da intensidade do edema,
da dor a palpacdo, do aumento de temperatura local, bem como o grau de claudicag&o.
Entretanto, diferencas (P<0,05) entre grupos somente foram observadas para o edema e
para a dor a palpacdo, com menor intensidade no GT. Na avaliacdo ultra-sonografica
observou-se reducdo (P<0,05) da ATL e da ecogenicidade da lesdo em funcéo do tempo,
mas com diferenga (P<0,05) entre grupos apenas para ATL, onde os valores méedios foram
menores no GT. A analise histopatoldgica revelou, em ambos os grupos, atividade
fibroblastica, neovascularizacao, infiltrado linfoplasmocitario, focos hemorragicos e
desorganizacdo tecidual. No GT o TFDS apresentou-se mais (P<0,05) organizado, com
fibras colagenas e fibroblastos melhor dispostos na matriz tendinea. Adicionalmente, a
analise qualitativa demonstrou menor (P<0,05) atividade fibroblastica no GT, que ndo
(P>0,05) foi confirmada na morfometria (analise quantitativa). As principais conclusdes
do estudo foram que o PRP propicia menor intensidade de variaveis clinicas (edema e dor
a palpacdo), o que proporciona maior conforto e bem estar para o animal, assim como

promove maior reducédo da area da lesdo e melhor organizacgéo tecidual.
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ABSTRACT

MAIA, Leandro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2008. Clinical,
ultrasonographic and histopathological evaluation of tendinitis in horses treated
with platelets-rich plasma. Adviser: Maria Veronica de Souza, Co-Advisers: Geraldo

Eleno Silveira Alves, Laércio dos Anjos Benjamim and José Ivo Ribeiro Junior.

Platelet-rich plasma (PRP) is an autologous and economic source of intensal growth
factors, with great therapeutic potential. This work aimed to carry out clinical,
ultrasonographic and histopathological evaluations of the effect of PRP on the treatment
of induced tendonitis of the superficial digital flexor tendon (SDFT) of horses. Thus, six
healthy geldings aged between eight and fifteen years (X = 12 years) were evaluated.
SDFT tendinitis was induced in both forelimbs, by means of intratendinous
administration of 2.5 mg of collagenase (2.5 mg.mL™), with such procedure being
considered the start of the experimental phase. Twelve days after tendonitis induction,
the animals were submitted to two treatments, with the lesion provoked in the right
SDFT, (treated group — TG), receiving 2.5 mL of PRP activated with calcium chloride at
10%, at concentrations ranging from 320.000 to 500.000 platelets.puL™; and the lesion in
the left TFDS (control group - CG), receiving 2.5 mL of saline solution (NaCl 0.9%).
Three days after the treatment started, the animals were submitted to controlled and
progressive physical activity during 32 days. In the first 30 days after tendinitis
induction, the animals were submitted to daily physical examination and were later
monitored clinically twice a week until the end of the experiment. Ultrasonographic
examinations were carried out before and after tendinitis induction (48 hours after and
on experiment days 7, 12, 14, 21 28, 35 and 42), with tendon cross-sectional area (CSA),
lesion cross-sectional area (L-CSA), L-CSA percentage, severity and ecchogenicity of
the lesion and collagen fiber alignment being evaluated. On day 48, biopsy of the lesion
site was conducted for the histopathological exam. Clinical evaluation after the
treatments (from days 12 to 45) revealed, in function of the time, (P<0.05) reduced

edema intensity, pain at palpation, local temperature increase, as well as degree of

vii



lameness. However, differences (P<0.05) between the groups were observed only for
edema and pain at palpation, with less intensity in the TG. In the ultrasonographic
examination, reduction (P<0.05) in the L-CSA and in lesion ecchogenicity, in function
of time, was observed, but with difference (P<0.05) between groups only for the LCA,
whose mean values were smaller in the TG. The histopathological evaluation revealed
fibroblastic activity, neovascularization, lymphoplasmocitary infiltrate, hemorrhagic
foci, and tissue disorganization in both groups. In the TG, the SDFT was more (P<0.05)
organized with collagen fibers, and fibroblasts better displayed in the tendinous matrix.
In addition, the qualitative analysis showed smaller (P<0.05) fibroblastic activity in the
TG, which was not (P>0.05) confirmed by morphometry (quantitative analysis). The
main conclusions of the study were that the PRP provides lower intensity of clinical
variables (edema and pain at palpation), providing greater comfort and well being to the
animal, as well as, promotes greater reduction in the area of the lesion and better tissue

organization.
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1. INTRODUCAO

A importancia dos equinos para o desenvolvimento do Brasil pode ser observada
desde os tempos do Brasil-Colonia, quando o cavalo permeou todos os ciclos extrativistas,
agricolas e de mineracdo. O Brasil possui o terceiro maior rebanho de eqtiinos do mundo,
e 0 agronegocio relacionado com a espécie resulta em um faturamento da ordem de R$ 7,3
bilhGes por ano, gerando 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (GUERRA &
MEDEIROS, 2006).

Com a intensificacédo da utilizacdo de equinos para diferentes atividades, ocorreu um
aumento nas afeccdes que afetam a espécie, particularmente do aparelho locomotor. A
tendinite nos tendBes dos musculos flexores desses animais é responsavel pela alta
morbidade, por prejuizos econdmicos decorrentes dos gastos com tratamento, pela
suspensdo de treinamento e competicdes por longos periodos e, em alguns casos, pela
incapacidade de retornar a atividade fisica. O principal desafio no tratamento dessa
afeccdo esta relacionado ao periodo necessario para reparacao tecidual que, associado aos
métodos terapéuticos tradicionais, pode levar meses ou anos para completa cicatrizacdo da
lesdo, além do alto indice de recidivas. No entanto, novos tratamentos, como o plasma rico
em plaquetas (PRP), vém sendo recentemente utilizados com a finalidade de reduzir o
periodo de cicatrizacdo tendinea e a possibilidade de recidivas. Embora esta pareca ser
uma terapia promissora, a realizacdo de estudos controlados ainda é escassa,
particularmente na espécie equina.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia do PRP ativado no tratamento da
tendinite no tenddo do musculo flexor digital superficial (TFDS) em eqlinos induzida por

colagenase, mediante avaliacdes clinica, ultra-sonogréafica e histopatoldgica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura e funcéo do tendao

O tenddo € um tecido conjuntivo denso modelado, composto por fibroblastos
organizados e inseridos em matriz extracelular altamente organizada e rica em colageno
(DAHLGREN, 2007). A principal caracteristica de uma molécula de coladgeno ¢é a
estrutura longa e rigida de sua fita tripla helicoidal, na qual trés cadeias polipeptidicas,
denominadas de cadeia alfa, mostram-se enroladas umas nas outras, formando um tipo de
corda torcida. Existem diferentes tipos de coldgeno que podem se organizar em diferentes
arranjos estruturais, porém aqueles que se organizam em fibrilas sdo: coldgenos dos tipos |
e V (tenddes, 0ssos, pele, ligamentos, cornea e érgdos internos), 1l e XI (cartilagem, disco
intervertebral, notocorda e humor vitreo) e Il (pele, vasos sangliineos e 6rgdos internos)
(ALBERTS et al., 2006). Em particular, as fibrilas de colageno do tipo Il referem-se as
fibras reticulares ou reticulina, consideradas estruturas delicadas e importantes na
sustentacdo de componentes especializados da matriz extracelular (STEVENS & LOWE,
1995).

O tenddo é constituido de unidades estruturais organizadas sucessivamente em
moléculas de colageno, microfibrilas, subfibrilas, fibrilas, fibras e fasciculos (KASTELIC
et al., 1978). O arranjo organizado do tenddo, bem como as ligagdes entre as moléculas de
colageno, fibrilas e fibras, é que lhe confere a capacidade de suportar elevadas cargas e
transmiti-las dos musculos aos 0ssos. E importante ressaltar que a maior quantidade de
matriz aumenta a resisténcia do tenddo, mas ndo necessariamente melhora a sua funcéo e o
torna mais elastico (SMITH, 1998). Segundo RILEY (2004), forcas de tensdo sobre o
tenddo que ocasionem aumento acima de 4% no seu comprimento (limite fisioldgico)
resultardo em lesdo em um ou mais feixes de fibras. Ruptura completa pode ocorrer
quando a tensdo resulta em 8 a 12% de extenséo.

Para que as fibrilas de colageno realizem suas funcGes, essas devem estar alinhadas
em feixes paralelos ao longo do eixo principal de tensdo. As células do tecido conjuntivo
controlam essa orientagdo em parte pelo deposito de colageno de forma orientada, mas

também pelo arranjo do mesmo subseqiientemente. Durante o desenvolvimento dos



tecidos, os fibroblastos trabalham o colageno que secretam, arrastando-se sobre ele e
puxando-o, de forma a orientar a compactacdo desse em camadas, delineando os feixes
(ALBERTS et al., 2007).

O aporte de sangue para o tecido tendineo pode ser proveniente do musculo ou do
0ss0 ao qual o tenddo estd unido, do mesotenddo, da faixa de bainha sinovial ou do
paratend&o, caso ndo exista uma bainha (McILWRAITH, 2006).

A maior parte das células presentes na matriz tendinea é semelhante a fibroblastos,
mas existe também uma pequena quantidade de células endoteliais, musculares lisas e
nervosas, dependendo da intensidade da vascularizacéo e inervacdo (JOZSA & KANNUS,
1997). Os fibroblastos sdo considerados as células mais comuns do tecido conjuntivo,
sendo capazes de modular sua capacidade metabdlica, o que reflete na sua morfologia. As
células com intensa atividade de sintese sdo denominadas fibroblastos, enquanto as
metabolicamente quiescentes sdo conhecidas como fibrocitos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004). Segundo a Ndémina Histologica (1992), as células do tenddo sdo
denominadas de tendindcitos.

Em eqlinos, os tendBes flexores digitais sdo considerados exemplos de resisténcia e
elasticidade, apresentando resisténcia & compressao e tensdo. Particularmente com relacdo
a TFDS, sabe-se que essa estrutura proporciona ao animal uma locomocao eficiente, por
apresentar propriedades biomecéanicas de armazenar energia durante o apoio e dissipa-la
no final da passada (SMITH, 1998).

No membro toracico, o TFDS tem origem no epicondilo medial do Umero e no
membro pélvico na fossa supracondilar do fémur. Distal a articulagdo
metacarpofalangiana/metatarsofalangiana e proximo a extremidade distal da falange
proximal, o TFDS divide-se em dois ramos que se inserem distalmente na face
palmar/plantar da falange proximal, a insercdo dos ligamentos colaterais e na eminéncia
colateral medial e lateral na margem proximal palmar/plantar da falange média a insercéo
dos ligamentos colaterais da articulagéo interfalangiana proximal (SANDE et al., 1998).

2.2. Etiopatogenia da tendinite
As lesBes de tendbes sdo comuns em equinos, principalmente os atletas. Elas podem

ser resultantes de uma Gnica sobrecarga em que a magnitude da forca exigida excede a



resisténcia maxima das fibras, ou do acimulo de microlesdes que levam a ruptura da
estrutura tendinea (ALVES et al., 2001). Adicionalmente, alguns fatores como a idade,
temperatura, farmacos e atividade local de mediadores bioquimicos podem afetar
potencialmente a atividade dos tendindcitos (RILEY, 2005) e, conseqlientemente, a matriz
tendinea. Segundo GAUGHAN (1994), a conformacdo dos membros e as técnicas de
casqueamento/ferrageamento que predispdem a hiperextensdo da regido distal dos
membros tém sido implicadas como fatores determinantes no desencadeamento das
tendinites nos equinos.

De acordo com SMITH (1998) o processo de cicatrizagdo do tenddo ocorre em trés
fases. A primeira é a inflamatoria, que dura de uma a duas semanas apos a leséo, e
caracteriza-se pela liberacdo de mediadores inflamatorios, incluindo as proteases que
destroem o coladgeno danificado e o intacto. Nesta fase, a sinalizacdo ocasionada por
alteragOes teciduais ativa as células de defesa do tenddo, macrofagos locais, fibroblastos e
mastocitos que liberam grande ndmero de moléculas proinflamatérias, em particular os
agentes vasodilatadores. O fluxo sangtiineo local aumentado, bem como o estabelecimento
de um gradiente quimiotatico, e a ativacdo das células endoteliais favorecem a
transmigracdo répida dos neutrofilos para o local da lesdo, onde liberam grande
quantidade de moléculas proinflamatdrias, em particular as quimiocinas, os radicais livres
e as proteases. Adicionalmente, os mondcitos que infiltram no sitio da lesdo diferenciam-
se em macrdéfagos para exercer atividade fagocitica e citotdxica (MARSOLAIS &
FRENETTE, 2005).

O grande numero de moléculas liberadas na fase inflamatoria causa danos aos
componentes funcionais do tenddo. Como exemplos destacam-se as enzimas da familia
das metaloproteinases (MMPs), que sdo capazes de degradar diferentes tipos de colageno
e outros componentes responsaveis pela funcdo tendinea. Essas proteases sdo também
indispensaveis na migracdo de células inflamatorias e remodelagdo da matriz extracelular
(MARSOLAIS & FRENETTE, 2005). As MMP9 e MMP13 estdo envolvidas na
degradacdo do colageno e no inicio da fase inflamatdria, enquanto as MMP2, MMP3 e
MMP14 apresentam funcdo na remodelagéo do tecido cicatricial (RILEY, 2005). Em
algumas éareas especificas, a acdo das proteases € restrita pela secrecdo de varios

inibidores, incluindo os teciduais de metaloproteinases (TIMPS). Esses inibidores sdo



protease-especificos e se ligam fortemente a enzima, blogueando sua atividade. A
surperexpressdo dos TIMPS inibe a migracdo de alguns tipos celulares, indicando a
importancia das metaloproteases para a migracao celular (ALBERTS et al., 2006).

A segunda fase do processo de cicatrizacdo é a reparacdo, que pode iniciar dias apos
a lesdo e durar varios meses. Essa fase caracteriza-se pela ocorréncia da angiogénese e
fibroplasia, que resultam na formacgdo de um tecido de cicatrizagdo com alinhamento
inadequado das fibrilas de coldgeno, no aumento do coladgeno, em particular do tipo Il em
relacdo ao tipo | (SMITH, 1998). Durante a resolucdo da inflamacdo, os macréfagos
liberam uma série de fatores de crescimento, incluindo o transformante betal (TGF-R1), o
de fibroblastico basico (b-FGF) e o endotelial vascular (VEGF), que sdo essenciais para
angiogénese e inicio da reparacdo tendinea (MARSOLAIS & FRENETTE, 2005).

WILLIAMS et al. (1984) ressaltaram que, com a reducdo da inflamacédo, ocorre a
cicatrizacdo da lesdo. Porém, existe a possibilidade de expansdo do tecido cicatricial para
os tecidos peritendineos, que pode resultar na formagdo de aderéncias. Essas fibroses
peritendineas podem afetar a funcdo do TFDS e contribuir para a claudicacéo.
Adicionalmente, a presenca de fibrose intratendinea excessiva predispde a recidiva da
tendinopatia.

A Ultima fase do processo de cicatrizacdo € a de remodelacdo, que tem inicio meses
apos a lesdo, e é caracterizada pela conversdo do colageno do tipo Il em I. Nessa fase, a
atividade fisica controlada otimiza a cicatrizacdo do tenddo (SMITH, 1998). Segundo
ALVES et al. (2001), o estresse longitudinal obtido pela atividade fisica controlada
estimula a producdo e o alinhamento do colageno em fibras paralelas durante a evolugéo
da cicatrizacdo, melhorando assim as propriedades mecéanicas do tecido cicatricial
(SMITH, 2003). Esse aspecto é importante, pois o elevado grau de paralelismo das fibras

esta relacionado a maior resisténcia do tendao.

2.3. Tendinite do tenddo do musculo flexor digital superficial

Os membros toracicos participam ativamente do processo de amortecimento da
carga durante a locomocgao, o que aumenta a possibilidade de aparecimento de lesdes nos
tenddes e ligamentos situados na face palmar da regido metacarpica. Segundo



FERNANDES et al. (2003), a rotina intensa de treinamentos e as provas predispdem o
eqliino a lesdes musculoesqueléticas, dentre as quais se destacam as tendinites.

O TFDS frequentemente trabalha perto do seu limite de resisténcia ténsil, o que
aumenta o risco de rompimento. Além disso, a carga que os tenddes flexores suportam faz
deles os mais frequentemente lesionados (SMITH, 1998). A tendinite nesses tendbes
caracteriza-se por longo periodo de reabilitacdo e baixa eficicia dos tratamentos em
relacdo ao processo de cicatrizacdo do tenddo. Além da demorada recuperacdo do tendao,
ha diminuicdo da elasticidade tendinea, justificando as freqlientes recidivas (BARREIRA,
2005), o que resulta em prejuizo econémico (PALMER et al., 1994). Segundo GILLIS et
al. (1995), nos casos de tendinite, podem ser necessarios de 3 a 16 meses para completa
cicatrizacao do tenddo, e os indices de recidiva podem variar entre 48 e 58%.

Em equinos da raca Puro Sangue Inglés ha relato de até 13% de casos de lesdes no
TFDS. Em 25% deles, as tendinites ocorrem antes da primeira corrida (ROONEY &
GENOVESE, 1981). Dos animais que retornam ao treinamento apds a recuperacao de
tendinites, cerca de 70% nédo conseguem voltar a competir (OIKAWA & KASASHIMA,
2002).

A tendinite dos tenddes flexores caracteriza-se clinicamente por claudicacdo de grau
moderado a intenso, que pode ser evidenciada imediatamente apds a lesdo e se tornar mais
intensa ap0s 24 a 48 horas. Além disso, podem ser observadas alteracdes locais como

edema, aumento de temperatura, e dor a palpacdo (GAUGHAN, 1994).

2.4. Monitoramento da tendinite

O processo de reparacdo do tenddo pode ser monitorado por métodos nao invasivos,
como a ultra-sonografia, ou invasivos, como o exame histopatolégico, mediante realizacao
de bidpsia tendinea (FACCO, 2003).

A ultra-sonografia € uma técnica de diagnostico por imagem de grande auxilio na
deteccdo e no acompanhamento de lesGes que afetam o aparelho locomotor (van SCHIE et
al., 2000). Esta técnica permite determinar o local exato da lesdo, e quantificar a extensdo
e a intensidade da mesma, além de possibilitar o monitoramento do processo de reparagao
tecidual durante o periodo de tratamento (DENOIX et al., 1991; GENOVESE, 1993;
MARR et al., 1993).



Em equinos, a avaliacdo ultra-sonogréfica deve ser realizada com o animal em
estacdo e, preferencialmente, com os membros apoiados, para que o peso seja distribuido
de forma mais equilibrada entre os membros pélvicos e toracicos. Esse aspecto é
importante, pois o apoio inadequado pode modificar o tamanho, a forma e a ecogenicidade
dos tendbes e ligamentos durante o exame (REEF, 1998). Segundo GENOVESE &
RANTANEN (1998), o relaxamento do tenddo pode produzir artefatos e diagndstico
erroneo.

A realizacdo de tricotomia e o uso do gel no local da avaliacdo ultra-sonogréafica séo
importantes para que ndo haja interferéncia na transmissédo das ondas sonoras, bem como a
presenca de ar entre o transdutor e a superficie da pele (ALVES, 1998). Entretanto, em
equinos com pélo mais curto, o exame pode ser realizado sem tricotomia da regido, mas a
qualidade da imagem obtida costuma ser inferior (SMITH, 1998). Adicionalmente, em
algumas situacdes (animal agitado, indocil) a sedacdo também pode ser necesséaria
(WRIGLEY, 2006), ainda que possa alterar o apoio do animal.

Para avaliacdo ultra-sonografica recomenda-se o uso de um aparelho portatil que
permita a movimentacdo ao redor do animal, bem como o seu transporte para pistas de
corrida, locais de treinamento e haras. Imagens de alta resolucdo sdo obrigatorias, visto
que tenddes e ligamentos sdo estruturas relativamente pequenas, sendo importante a
identificacdo inclusive de lesbes discretas (WRIGLEY, 2006). Os transdutores com
frequéncia de 7,5 MHz sdo preferidos para avaliacdo de tendbes e ligamentos, por
proporcionar a obtencdo de uma imagem com boa resolucdo. Por outro lado, o0 uso de
transdutores de 5 MHz ndo é recomendado, pois lesdes mais discretas podem ndo ser
detectadas (GENOVESE & RANTANEN, 1998).

REEF (1998) ressaltou que os transdutores de 10 MHz sdo ideais para obtencéo de
imagens mais superficiais de tenddes e ligamentos, particularmente daqueles de menor
tamanho, como é o caso dos tenddes extensores e ligamentos colaterais. Na opinido de
GENOVESE & RANTANEN (1998) a utilizacdo do standoff pad (distanciador) é
essencial quando se deseja estudar a superficie do TFDS.

Durante a avaliacdo do TFDS devem-se considerar cinco variaveis sonogréficas
bésicas: tamanho, formato, textura, posicdo e alinhamento das fibras. Estas variaveis séo

usadas para identificar anormalidades no TFDS ou verificar o estado de reparagdo. Para



um estudo mais metodico das estruturas moles localizadas na regido metacérpica, SMITH
(1998) recomendou a divisdo da regido em sete zonas ou niveis, tomando como base a
distancia entre o carpo e a articulacdo metacarpofalangiana. Segundo REEF (1998), a area
transversal do tenddo (ATT), a area transversal da lesdo (ATL), a ecogenicidade e o
alinhamento das fibras devem ser classificados em cada zona para melhor avaliagédo da
leséo em toda extenséo do tenddo.

ALVES (1998) ressaltou que em condicdes fisioldgicas cada estrutura possui
densidade propria. Nesse sentido, quanto mais denso for o tecido mais ecos retornardo ao
transdutor e, consequentemente, maior serd a ecogenicidade da imagem projetada no
monitor. De acordo com GENOVESE & RANTANEN (1998), a densidade reflete o grau
de ecodensidade das fibras colagenas, dos fluidos inflamatorios, e do infiltrado celular ou
uma combinacdo desses componentes teciduais, em funcdo da cronicidade do processo.

As lesdes de fase aguda das tendinites serdo observadas no monitor como uma
imagem hipoecoica ou anecdica (SPURLOCK et al., 1989a; MARR et al., 1993). J4 as
lesbes crbnicas apresentar-se-40 com aumento de ecogenicidade quanto maior for a
presenca de tecido fibroso (ALVES, 1998).

GAUGHAM (1994) ressaltou que outras técnicas de diagndstico por imagem como a
radiografia e a cintilografia também podem auxiliar no diagndstico de tendinite. Mais
recentemente, a ultra-sonografia computadorizada (van SCHIE et al., 2003) tem sido
utilizada para reduzir a interferéncia de possiveis artefatos nos sonogramas. Esta técnica,
entretanto, ainda ndo esta disponivel no Brasil.

O exame histopatolégico do tecido tendineo obtido mediante bidpsia vem sendo
rotineiramente utilizado na avaliacdo do efeito de diferentes terapias na qualidade da
cicatrizacdo do TFDS (ALVES, 1998; MACHADO et al., 2000; ALVES et al. 2002;
FERNANDES et al., 2003; MARXEN et al., 2003; BARREIRA, 2005).

As técnicas de coloragdo mais utilizadas na realizacdo de um exame histopatoldgico
do TFDS s&o hematoxilina-eosina (HE) (SPURLOCK et al., 1989a; MARR et al., 1993;
ALVES, 1998; FERNANDES et al., 2003; MARXEN et al., 2003; van SCHIE et al.,
2000; BARREIRA, 2005), Tricrdmico de Masson (MARR et al., 1993; MARXEN et al.,
2003) e Picrosirius Red (ALVES, 1998; FERNANDES et al., 2003).



As laminas histologicas em cortes longitudinais e transversais coradas com HE e
Tricrdomico de Masson sdo analisadas mediante microscopia de luz (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004), enquanto as coradas com Picrosirius Red sdo analisadas em luz
polarizada (MONTES & JUNQUEIRA, 2004). Na microscopia de polarizacdo, as fibras
coldgenas do tipo | sdo birrefringentes, ou seja, aparecem brilhantes contra um fundo
escuro. Entretanto, ao serem analisadas em microscdpio de luz, apés coloragdo com HE,
as fibras apresentam-se coradas de rosea e com estriagdo longitudinal, devido ao carater
acidofilo e pela constituicao por fibrilas, respectivamente (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2004). Baseando-se em informacdes de vérios autores, van SCHIE et al. (2003)
classificaram histologicamente as seguintes fases de evolugdo do processo de cicatrizacao
para 0 TFDS: tecido necrotico, tecido de granulacéo inicial, tecido de granulacéo tardio,
tecido fibrotico inicial, tecido fibrético tardio e tecido cicatricial. Na préatica, as variaveis
mais freqlientemente avaliadas no exame histopatolégico do TFDS incluem
vascularizagdo, celularidade, paralelismo e retracdo das fibras colagenas e presenca de
células inflamatorias e fibrocartilaginosas, além da caracterizacdo do tecido conjuntivo
interfascilular (MARXEN et al., 2003).

2.5. Tendinite induzida experimentalmente por colagenase

A administracdo intratendinea de colagenase tem-se mostrado um modelo eficaz
para o estudo de tendinite do TFDS, por mimetizar caracteristicas semelhantes as lesdes
verificadas naturalmente. FERNANDES et al. (2003) observaram 48 horas apés a inducgéo
da tendinite a presenca de edema, dor a palpacdo e grau variavel de claudicacdo. O exame
ultra-sonogréafico revelou, além de hipoecogenicidade, aumento da &rea transversal do
tenddo e da lesdo, assim como edema peritendineo.

Estudos com inducdo experimental de tendinite do TFDS tém demonstrado que nas
primeiras semanas ap0s a aplicacdo intratendinea de colagenase, as imagens ultra-
sonogréaficas apresentam reducdo da ecogenicidade (&reas hipoecodicas a anecoicas) e area
da lesdo com tamanho variavel (SPURLOCK et al., 1989a; MARR et al., 1993; ALVES et
al., 2001, 2002; FERNANDES et al., 2003; MARXEN et al., 2004).

De acordo com WILLIAMS et al. (1984), a administracdo de colagenase no centro

do tend&o resulta em rapida dissolucédo de fibras colagenas, necrose celular, hemorragia e



inflamacdo, que se assemelham a muitos aspectos observados em lesGes espontaneas
decorrentes de traumas. Estes autores avaliaram as alteracOes clinicas, macroscopicas e
histopatoldgicas do TFDS de 16 poneis em diferentes momentos apds a administracéo
intratendinea de colagenase. O exame histopatoldgico revelou, ap6s uma semana da
inducdo da lesdo, organizacdo evidente do exsudato, além da presenca de fibroblastos
arredondados ao redor da area lesionada. Além disso, foi observado grande nimero de
macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares, conjuntamente com pequenos Vvasos
sanglineos se desenvolvendo no tecido de granulacdo. Adicionalmente, estavam
associados ao tecido de granulacdo areas de hemorragia com fibrina coagulada e fibras
colagenas danificadas. Apds um més da lesdo, o tecido recém-formado estava densamente
povoado por fibroblastos arredondados, células mononucleares dispersas, além de mitoses
e formacéo de novos capilares.

A dose de colagenase utilizada experimentalmente por via intratendinea é variavel
(FOLAND et al., 1992; ALVES et al., 2002; MARXEN et al., 2004). Entretanto, estudo
com 12 eqiiinos submetidos a aplicacdo de 0,5 mL ou 1 mL (2,5 mg.mL™) de colagenase
por via intratendinea demonstrou que a dose de 2,5 mg da enzima apresentou melhor
padronizacao ultra-sonografica para a realizacdo de estudos experimentais de tendinite do
TDFS (YAMADA et al., 2007). Segundo SPURLOCK et al. (1989a), a medida que se
eleva a unidade de colagenase administrada no tenddo, o tamanho da lesdo aumenta e a

ecogenicidade diminui.

2.6. Tratamento clinico da tendinite

S&o inimeros os tratamentos clinicos disponiveis para as fases aguda e cronica da
tendinite. O objetivo da terapia é melhorar a qualidade do tecido cicatricial, para que o
animal possa ter maior possibilidade de retornar a sua atividade fisica. Para isso, é
importante ndo apenas a detec¢cdo precoce da lesdo, mas também o monitoramento da
mesma (CAETANO, 2002).

A terapia inicial para a fase aguda € voltada para o controle da inflamacdo (SMITH,
1998). A reducdo da inflamacdo aguda é conseguida mais efetivamente com a combinacéo
de tratamentos utilizando antiinflamatorios locais e sistémicos. A hidroterapia com agua

gelada ou gelo ajuda a diminuir a liberacdo venosa de fluidos, proteinas e mediadores
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inflamatorios, limitando a formacao de hematoma e edema (HENNINGER, 1994; SMITH,
1998; REEF, 1999). Adicionalmente, a hidroterapia com agua gelada minimiza o efeito da
colagenase, por manter a temperatura tecidual mais baixa (EQUINE SPA, 2004).

Na fase de reparacdo, ou seja, de formacdo do tecido cicatricial, o tratamento
utilizado deve maximizar a capacidade de reparacdo e remodelacdo do tecido e minimizar
0 risco de recidiva (SMITH, 1998). Para essa fase esta disponivel uma série de
medicamentos, dos quais se destacam os glicosaminoglicanos polissulfatados (PSGAGS),
os glicosaminoglicanos ndo-sulfatados, o fumarato de 3-aminopropionitrila (FBAPN) e,
mais recentemente, as células-tronco mesenquimais (CTMs) e o0 PRP.

Os PSGAGs pertencem ao grupo de polissacarideos polissulfatados (McILWRAITH,
2006), sendo responsaveis pela reducdo da atividade das colagenases e dos macrofagos e
pela melhoria no alinhamento das fibras de coladgeno durante a reparacdo do tenddo
(SMITH, 1992). Entretanto, MARXEN et al. (2004) estudando eqiiinos da raca Arabe,
com idade entre dois e seis anos, tratados com cinco aplicacgdes intralesionais de PSGAGs
em intervalos de quatro dias, ndo observaram beneficios da terapia para o tratamento da
tendinite do TFDS, experimentalmente induzida com 2,5 mg (2,5 mg.mL™) de colagenase.
DYSON (2004) evidenciou resultados similares ao estudo anterior ao tratar equinos com
tendinite espontanea do TFDS por via intralesional ou intramuscular com PSGAG.

O hialuronato de sédio é um glicosaminoglicano ndo-sulfatado constituinte do tecido
conjuntivo da matriz extracelular do tenddo (GIFT et al., 1992). Acredita-se que a
aplicacdo intratendinea de hialuronato contribua para a diminui¢do do tamanho da lesdo e
da formacéo de aderéncias (SAWDON et al., 1996; DYSON, 1998). Por outro lado,
FOLAND et al. (1992) relataram que, baseando-se em avaliagdes histologica, ultra-
sonografica e biomecanica, a administracdo intratendinea de hialuronato de sodio em
equinos com tendinite ndo promove melhora na reparacao tendinea.

O FBAPN, substancia téxica encontrada em sementes do vegetal Lathyrus odoratus,
se liga a enzima lisil oxidase, inibindo a diaminacdo da lisina, que constitui o primeiro
passo na formacdo de ligacOes cruzadas covalentes entre as fibras coldgenas (STRYER,
1988).

Em estudo comparativo utilizando-se diferentes drogas (hialuronato de sddio,
PSGAG e FBAPN) em 219 equinos com tendinite espontanea, DYSON (2004) constatou
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gue o tratamento com o FBAPN, associado a exercicio controlado, reduz o risco de
recidivas, além de proporcionar um bom alinhamento das fibras colagenas apds quatro
meses do inicio do tratamento. Em outro estudo, realizado por ALVES et al. (2001) em 16
eqliinos com tendinite do TFDS induzida experimentalmente com 1,25 mg (2,5 mg.mL™)
de colagenase, foi observado que o tratamento com FBAPN por via intralesional, quando
associado a atividade fisica controlada, favorece o remodelamento da cicatrizacdo do
tend&o, tendo em vista o melhor paralelismo das fibras colagenas na area da cicatriz.

REEF et al. (1997), estudando 99 eqliinos com tendinite espontanea do TFDS com
um a quatro meses de evolucdo, concluiram que o tratamento com FBAPN por via
intralesional na dose de 7 a 8 mg (total de cinco aplicacbes) resulta na redugéo
significativa da ATT, bem como no melhor alinhamento das fibras coldgenas quando
comparado com os tenddes tratados com placebo (solucdo salina). Entretanto, estudo in
vitro realizado por DAHLGREN et al. (2001) com o prop6sito de avaliar os efeitos do
FBAPN administrado isoladamente ou em combinagdo com o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) sobre o metabolismo dos tendindcitos do TFDS de eqino,
revelou que o tratamento isolado com este farmaco resulta em diminuicdo da sintese de
proteinas e colagenos, que pode ser interpretado como uma supressdo da cicatrizacdo do
tend&@o. Adicionalmente, 0s autores ressaltaram que os resultados do estudo sugerem que 0
FBAPN deva ser usado com precaucdo e com regime de atividade fisica cuidadosamente
controlada, para que se possa evitar o0 aparecimento de graves sequelas.

As CTMs sdo capazes de se transformar em diferentes tipos celulares especializados
(SULLIVAN, 2005), estando presentes em pequeno numero em todos os tecidos
(YOUNG et al., 1998). Segundo SMITH et al. (2003), essas células apresentam potencial
de diferenciacdo em tendindcitos, com regeneracdo da matriz tendinea apds lesdo. Em
estudo recente, BARREIRA (2005) constatou que a terapia com células precursoras
mesenquimais obtidas da medula Gssea acelera o processo de cicatrizacdo dos tenddes.
Entretanto, na opinido de SMITH et al. (2003), apesar da resposta, 0 tratamento exige
cautela, pois o0 uso de grandes volumes de aspirado da medula 6ssea (30 a 50 mL) pode
ocasionar destruicdo do tecido tendineo e alguns tipos celulares podem prejudicar a
cicatrizagdo do tenddo. Portanto, o material obtido deve ser processado em laboratdrio
especializado para que se obtenha entre 2.000.000 e 6.000.000 de células mesenquimais,
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que deverdo ser misturadas a uma pequena quantidade de diluente, para finalmente serem
administradas na regido lesionada (SMITH et al., 2003; SULLIVAN, 2005).

Outros tratamentos, como a laserterapia, 0 ultra-som terapéutico e as ondas de
choque extra-corpdreas, também vém sendo utilizados na terapia da tendinite em equinos.
FERNANDES et al. (2003) avaliaram os efeitos do ultra-som terapéutico de modo pulsado
e continuo com frequiéncia de 3 MHz no tratamento de 18 eqtiinos com tendinite do TFDS,
induzida por colagenase. Ao término do experimento 0s autores constataram que a
atividade fibroblastica e a neovasculariza¢do foram mais pronunciadas nos grupos tratados
em relacéo ao controle, além da mais rapida redugdo dos sinais clinicos nos primeiros.

MACHADO et al. (2000) avaliaram os efeitos da laserterapia com emisséo do raio
laser arsenieto de galio na reparacao de tendinite do TFDS induzida por colagenase, em 10
equinos mesticos com idade entre dois e cinco anos, mediante avaliacdes ultra-sonografica
e histopatoldgica. Os resultados revelaram que a terapia proporcionou apenas efeito
analgésico na fase inflamatoria, mas com relacdo ao processo de reparacdo, o raio laser
ndo influenciou de forma significativa.

O PRP, uma fonte autogena e econdmica de diversos fatores de crescimento,

importantes na reparacdo tecidual, sera melhor descrito na sequiéncia.

2.7. Plaguetas e fatores de crescimento

As plaquetas sdo corpusculos anucleados, com a forma de disco, medindo cerca de 2
a 4 um de diametro, derivados de células gigantes e multinucleadas da medula éssea, 0s
megacariécitos. Esses corpusculos apresentam importante funcdo no processo de
coagulacdo do sangue e sobrevivem por aproximadamente 10 dias (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Estruturalmente, as plaquetas apresentam microtabulos, microfilamentos de actina e
miosina, glicogénio, lisossomo, granulos alfa (a-gréanulos) e granulos densos, localizados
no citoplasma. Os granulos densos contém adenosina difosfato (ADP), adenosina
trifosfato (ATP), serotonina e calcio, enquanto os a-granulos possuem fatores de
coagulacgdo e de crescimento e outras proteinas (ZUCKER-FRANKLIN et al., 1988). Os

a-granulos sdo exemplos de organela secretora, e apresentam compartimentalizacdo e
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contetdo protéico adquiridos por dois mecanismos distintos: biosintese a partir dos
megacaridcitos e endocitose e pinocitose (HARRISON & CRAMER, 1993).

Normalmente, as plaquetas encontram-se no estado inativo (EVERTS et al., 2006).
A sua ativacdo pode ser realizada por agentes fisiologicos (trombina, tromboxano,
coladgeno, ADP, fator ativador de plaqueta, serotonina e epinefrina) e farmacol6gicos
(iondforo de célcio, cloreto de calcio e andlogos de endoperdxido ciclico) (BLOCKMANS
et al., 1995; CARMONA et al., 2007). Acredita-se que todos esses agonistas
desencadeiam seus efeitos atraves da interacdo com receptores localizados na membrana
plasmaética das plaquetas (BLOCKMANS et al., 1995). Apo6s estimulagdo agonista, 0s a-
granulos plaquetarios liberam proteinas por exocitose no local de lesdo para iniciar o
recrutamento de outras plaquetas, leucdcitos e proteinas plasméaticas (HARRISON &
CRAMER, 1993).

Uma vez ativadas, as plaquetas se modificam morfologicamente e desenvolvem
pseudopodos que promovem a agregacao plaquetaria e, posteriormente, a desgranulacdo
dos granulos (EVERTS et al., 2006). A Figura 1 apresenta a seqliéncia de acontecimentos
apos a ativacdo das plaquetas pela trombina.

Os fatores de crescimento sdo peptideos sinalizadores que regulam o metabolismo
celular pela interacdo com um organizado complexo de receptores de superficie celular,
pelas vias de sinalizacdo intracelular e, finalmente, pelo aumento da transcricdo de fatores
e producdo de proteinas que resultam na proliferacdo e diferenciacdo celular, como
também pelo aumento da producdo da matriz extracelular (DAHLGREN et al., 2001).
Esses peptideos liberados na matriz extracelular ligam-se ao receptor tirosina-quinase,
presente nas células teciduais. A ativacdo desse receptor cursa com a sinalizacdo de
informagdes para genes responsaveis pelo controle da divisdo celular. O RNAm ¢é
transcrito, produzindo assim uma resposta biolégica que inicia a cascata que induz a
reparacdo e regeneracdo tecidual (ANTONIADES & WILLIAMS, 1983;
SCHLIEPHAKE, 2002) (Figura 2).
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Trombina J Pseuddépodos

Ativagao pela trombina — Abertura do sistema canalicular
Receptor de glicoproteina —— Mitocondria
Fatores de cresciment0 ——— Citoesqueleto
a-granulo ' Membrana do esqueleto

Granulo denso

Figura 1 - Esquema das plaquetas nas formas inativa (a esquerda) e ativa (a direita)
Quando ativadas pela trombina, as plaquetas mudam de forma com o
desenvolvimento de pseuddpodos para promover a agregacao plaquetéria e,
subseqgiientemente, liberacdo dos granulos. Traduzido de EVERTS et al.
(2006).

A desgranulacdo plaquetaria propicia a liberacdo de TGF-R, fibrinogénio, fator de
crescimento derivado da plaqueta (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
VEGF, tromboplastina plaquetaria, célcio, serotonina e enzimas hidroliticas (HARRISON
& CRAMER, 1993). Adicionalmente, outros fatores como o de crescimento fibroblastico
basico (FGFb) (EVERTS et al., 2006), de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF)
(KUBOTA et al., 2004) e o IGF-1 (WEIBRICH et al., 2002) também estdo presentes nas
plaquetas.

Os fatores de crescimento podem ser classificados em dois grupos: morfométricos e
mitogénicos. Os morfométricos estdo envolvidos no crescimento ésseo através da
transformac&o de células-tronco mesenquimais multipotentes em células osteoprogenitoras
na presenca da proteina éssea morfogénica (BMPs) (HOCK & CANALIS, 1994). Ja os
fatores de crescimento mitogénicos estdo relacionados ao aumento da populacdo de
células cicatriciais por mitogénese. De acordo com WERNER & GROSE (2003), o0 TGF-
B, EGF e o IGF agem sinergicamente melhorando o acesso das células inflamatdrias para a

area da lesdo, assim como na angiogénese, fibroplasia e regeneracdo da pele
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(reepitelizacdo). Resumidamente, os fatores de crescimento provenientes dos a-granulos
plaquetdrios  produzem  quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo  celular,
neovascularizacéo e deposicdo da matriz extracelular (EVERTS et al., 2006). Uma breve

caracterizacdo de alguns destes fatores é apresentada na Tabela 1 e na Figura 3.

Fator crescimento plaquetario
Membrana celular
Receptor tirosina-quinase

Proteinas mensageiras
(inativa)

Citoplasma

Modulagao da atividade enzimatica
(sinalizagao ativa)

Nucleo

Figura 2 — Esquema do mecanismo pelo qual os fatores de crescimento plaquetarios
se ligam ao receptor tirosina-quinase. Essa ligacdo cursa com a
transmissao de sinais intracelulares para o nucleo. Traduzido de EVERTS
et al. (2006).
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Tabela 1 - Fatores de crescimento presentes no PRP:

fonte e fungéo

Fator de crescimento

Fonte

Funcéo

FC transformante beta

(TGF-R)

FC fibroblastico bésico
(bFGF)

FC derivado da plaqueta
(PDGF)

FC epidérmico (EGF)

FC endotelial vascular

(VEGF)

FC do tecido conjuntivo
(CTGF)

FC semelhante a insulina
| (IGF-1I)

Plaquetas, matrizes 6ssea e
cartilaginosa, linfécitos T
helper (Thl) ativados,
células  natural Killer,
macréfagos, mondcitos e
neutréfilos

Plaquetas, células
mesenquimais,
macrofagos, condrocitos e
osteoblastos

Plaquetas,  osteoblastos,
células endoteliais,
macr6fagos, mondcitos e

células musculares lisas

Plaquetas,
monaocitos

macréofagos e

Plaquetas e células

endoteliais

Endocitose por plaquetas
na medula Gssea

Plaquetas

Estimula a proliferacdo de células
mesenguimais indiferenciadas; regula a
mitogénese endotelial, fibroblastica e
osteobléstica; regula a sintese de colageno
e a secrecdo de colagenase; regula o efeito

mitogénico de outros fatores de
crescimento; estimula a quimiotaxia
endotelial e a angiogénese; inibe a

proliferacdo de macréfagos e linfécitos*??

Promove o crescimento e diferenciagdo de
condrécitos e osteoblastos; é mitogénico
para células mesenquimais, condrécitos e
osteoblastos*®

Mitogénico para células mesenquimais e
osteoblastos; estimula a quimiotaxia e
mitogénese em fibroblastos, células da
glia e musculares lisas; regula a sintese de
coldgeno e secrecdo de colagenase;
estimula a quimotaxia de macréfagos e
neutréfilos™®

Estimula a quimiotaxia endotelial e
angiogénese; regula a secregdo de
colagenase; estimula a mitogénese
epitelial e mesenquimal”®

Aumenta a angiogénese e permeabilidade
vascular; estimula a mitogénese de células
endoteliais®**

Promove angiogénese; regeneracdo de

cartilagem; fibrose e adesao
plaquetéria‘'*?

Sinaliza as células mesenquimais e
epiteliais a migrarem, dividirem e

aumentarem a sintese de colageno e
matriz"®

FC: fator de crescimento. 1. PIERCE et al. (1991), 2. BAMES et al. (1999), 3. MARSOLAIS & FRENETTE (2005), 4. ROSIER et al.
(1998), 5. WANG (1996), 6. FRIESEL & MACIAG (1995), 7. CANALIS et al. (1989), 8. STEENFOS (1994), 9. MARTIN et al. (1992),
10. RHEE et al. (2004), 11. HOM & MAISEL (1992), 12. KUBOTA et al. (2004) e 13. SCHWARTZ-ARAD et al. (2007). Fonte:
Modificado a partir de EVERTS et al. (2006).
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Lesao tecidual l

Cascata de coagulagao

ativagao

Inflamagao:

- Macréfago

\/

- Neutréfilo

PDGF, TGF-p ——

FGF

Tecido de granulagao
Sintese de colageno Atividade fibroblastica

Contragao da
ferida

Figura 3 - FuncgBes de fatores de crescimento derivados das plaquetas. Os numeros
indicam a sequéncia de acles durante as diferentes etapas do processo de
cicatrizagdo das feridas. Traduzido a partir de EVERTS et al. (2006).

2.8. Plasma rico em plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas € uma fonte autdégena de facil aquisicéo e de baixo custo,
que contém diversos fatores de crescimento importantes na reparagdo tecidual, devido a
acdo mitogénica, quimiotatica e neovascular. E derivado do sangue total e deve conter entre
trés e cinco vezes mais plaquetas que os niveis fisiologicos (MARX et al., 1998;
GONSHOR, 2002; KEVY & JACOBSON, 2004), que nos equinos podem variar entre
100.000 e 350.000 plaquetas.uL™* (SCHALM et al., 1975).

Na opinido de ANITUA et al. (2004), concentracBes superiores a 300.000
plaguetas.uL™ sdo suficientes para o preparo do PRP. Em estudo in vitro com fragmentos
do TFDS de equinos, SCHNABEL et al. (2007) demonstraram eficiéncia do PRP
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utilizando concentracdo média de 395.000 plaquetas.uL™, mas segundo BARBOSA et al.
(2006), a concentracdo de plaquetas no PRP depende da contagem inicial no sangue total,
ou seja, quanto maior o namero inicial de plaquetas mais rico sera o PRP. Dessa forma, a
trombocitopenia € um fator limitante para a concentracdo adequada de plaquetas.

O PRP atua na modulacéo e aceleracdo dos processos cicatriciais, sendo esses efeitos
decorrentes dos fatores de crescimento contidos nos granulos plaquetarios (DINATO et al.,
2001). Embora o exato mecanismo de acdo sinérgica nao esteja completamente elucidado,
a aplicacdo local de fatores de crescimento tem potencial terapéutico importante no
tratamento de feridas crénicas (DEBUS et al., 2000).

BENNETT & SCHULTZ (1993) relataram que esses fatores aceleram a cicatrizacéo
de tecidos sadios e promovem a reparacdo de ferimentos. Segundo DECLAIR (1999), os
fatores de crescimento sdo essenciais na regulacdo dos eventos celulares envolvidos no
processo de cicatrizacdo por propiciarem a quimiotaxia para o local da lesdo e
influenciarem significativamente na deposicdo da matriz extracelular. Em humanos, o PRP
tem sido associado a enxertos para reconstru¢fes maxilo-faciais e tratamento de defeitos
0sseos periodontais, por estimular a reparacdo 0ssea e a osteointegracdo, proporcionando
assim, a obtencdo de um tecido 6sseo de melhor qualidade (SILVA et al., 2006). Estudo
recente realizado por MISHRA & PAVELKO (2006) em 140 pacientes humanos com
tendinite crénica demonstrou gque o tratamento local com PRP reduz a dor e, na opinido dos
autores, constitui-se numa opc¢ao terapéutica antes da intervencao cirargica. ASPENBERG
& VIRCHENKO (2004) observaram que uma Unica administracdo intralesional de PRP
pode melhorar a reparacdo tendinea em ratos, sendo esse efeito decorrente dos fatores do
crescimento liberados durante a ativacdo das plaquetas.

Em Medicina Veterinaria é crescente a utilizacdo do PRP para realizacdo de enxertos
0sseos. Entretanto, PAGLIOSA & ALVES (2007) ressaltaram que embora haja resultados
contraditérios no uso do plasma rico em plaquetas como fonte de fatores de crescimento, ha
um potencial evidente para seu uso como estimulador da osteogénese em focos de fraturas.
No entanto, é necessaria a padronizacdo para obtencdo e emprego desse material como
enxerto 0sseo, j& que a técnica de produgdo é relativamente simples e de baixo custo.
SILVA et al. (2007), avaliando os efeitos do PRP combinado & hidroxiapatita n&o-

absorvivel na formacéo do calo 6sseo em fraturas diafisarias induzidas experimentalmente
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em radio de caes e fixadas com placas e parafusos 6sseos, constataram que a associagdo do
PRP com a hidroxiapatita ndo acelerou o processo de formacdo do calo dsseo, se
comparado com a utilizacdo isolada da hidroxiapatita (grupo controle). NUNES FILHO et
al. (2007) também ndo observaram beneficios do PRP quando utilizado isoladamente ou
em combinagdo com o0sso autdgeno com a finalidade de reparacdo de cavidades 6sseas no
corpo da mandibula de cdes. Entretanto, BARBOSA (2006), utilizando PRP associado ou
ndo a autoenxerto para reparacao de falhas dsseas na crista da tibia de cées, constatou que o
uso combinado ao enxerto proporciona melhor crescimento 6sseo do que quando o PRP e 0
enxerto sdo utilizados isoladamente.

AKEDA et al. (2006), estudando o disco intervertebral de suinos in vitro, constataram
que o PRP foi efetivo na estimulacédo da proliferacao celular, bem como no metabolismo da
matriz extracelular, podendo assim ser aplicado por via local.

Em sete eqlinos acometidos de tendinite ou desmite, ARGUELLES et al. (2005)
observaram reducdo na intensidade da claudicacdo e melhora na imagem ultra-sonogréfica
das estruturas envolvidas, apds tratamento com aplicacdo intralesional de PRP, com
alguns animais retornando as atividades fisicas ap0s dois meses de tratamento. Em estudo
recente realizado com cinco eqiinos, sendo dois acometidos com tendinite aguda do
TFDS e trés com desmite proximal do ligamento suspensorio, ARGUELLES et al. (2008)
observaram melhora clinica em ambas as afec¢des ap6s tratamento intralesional com PRP;
porém, a avaliacdo ultra-sonografica demonstrou que apenas 0s animais com tendinite
apresentaram evolucédo positiva. Por outro lado, todos os eqlinos avaliados retornaram ao
treinamento habitual seis meses ap6s tratamento, ndo sendo observada recidiva até 20
meses ap0s 0 mesmo, periodo em que 0s animais ainda se encontravam em observacao.
Estudo in vitro com fragmentos de TFDS de eqlinos realizado por SCHNABEL et al.
(2007) demonstrou que o PRP, quando comparado a outros produtos do sangue (plasma
pobre em plaquetas, plasma total, sangue total e aspirado de medula 6ssea), apresenta
elevada concentracéo de fatores de crescimento, com efeitos anabdlicos sobre a sintese da
matriz tendinea. CARMONA et al. (2007), utilizando concentrados de plaqueta no
tratamento de osteoartrite nas articulacdes femorotibial, metacarpofalangiana, tibiotérsica
e talocalcaneocentral e centroquartal de equinos, observaram melhora da claudicagéo,

reducdo na efusdo articular e efeito antiinflamatorio.
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Na Medicina Veterinaria, a técnica para obtencdo do PRP vem sendo baseada
naquela utilizada para a espécie humana. O PRP pode ser obtido a partir da coleta do
sangue total em tubos ou bolsas de sangue contendo o anticoagulante citrato de sdédio a
3,8%, seguida de centrifugacdo e ativacdo do concentrado de plaquetas (CARTER et al.,
2003; SUTTER et al., 2004; BARBOSA, 2006; CARMONA, 2006; CARMONA et al.,
2007; SCHANABEL et al., 2007). E importante ressaltar que, segundo a literatura, so
utilizadas normalmente duas centrifugacdes para a obtencdo do PRP, sendo a velocidade
de rotacdo da segunda superior a da primeira (ASPENBERG & VIRCHENKO, 2004,
BARBOSA, 2006; FERRAZ et al., 2006; CARMONA et al., 2007; SCHANABEL et al.,
2007; SILVA et al., 2007). Recentemente, CARMONA (2006) usou um protocolo para a
obtencdo do PRP, onde o sangue total foi centrifugado e ativado com cloreto de célcio a
10% para utilizacdo no tratamento de enfermidades musculo-esqueléticas (osteoartrites,
tendinites e desmites) de eqliinos. Em outro estudo, com o propdsito de se avaliarem
diferentes velocidades de centrifugacdo (1.300, 1.600 e 3.200 rpm) do sangue total de cées
para obtencdo do PRP, FERRAZ et al. (2006) constataram que a velocidade de
centrifugacdo mais adequada ap6s a primeira (800 rpm por 10 minutos) foi de 1.600 rpm,
pelo mesmo periodo de tempo. Esses autores obtiveram concentracGes médias de 550.000
plaquetas.ul-' e ressaltaram que as amostras submetidas a 3.200 rpm apresentaram alto
grau de lise plaquetaria, que poderia representar uma contagem aparentemente elevada das
plaquetas, além de falha da técnica pela incapacidade desses fragmentos liberarem os

fatores de crescimento.
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3. MATERIAL E METODOS

As etapas pré-experimental e experimental deste estudo foram realizadas no
Departamento de Veterindria da Universidade Federal de Vicosa (DVT/UFV), com
duracgéo de 88 dias.

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram submetidos a
analise da Comissdo de Etica do DVT/UFV e apds aprovacio receberam n°. de protocolo
73/2007.

3.1. Selegéo dos animais

Foram utilizados seis equinos mesticos higidos (Figura 4) machos, castrados e com
idade entre 8 e 15 anos, provenientes dos municipios de Teixeiras e Porto Firme, MG. Nas
propriedades, esses animais eram utilizados para trabalho e mantidos em piquetes.

Ocasionalmente, recebiam capim-elefante (Pennisetum purpureum).

Figura 4 - Equinos selecionados para o experimento.

Durante o processo de selecdo, os animais foram submetidos a exame fisico, sendo
avaliados comportamento, condi¢do corporal, postura, grau de hidratacdo, coloragcdo de
mucosa, tempo de enchimento capilar (TEC), frequéncia cardiaca (FC), freqliéncia
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respiratoria (FR), temperatura corporal (TC) e movimentos intestinais. Particularmente em
relacdo ao grau de hidratacdo, a avaliagdo foi realizada através do turgor de pele, umidade
da mucosa oral e TEC. Adicionalmente, foi realizado exame estatico e dindmico do
aparelho locomotor, bem como ultra-sonografico da regido metacarpica palmar dos
membros torécicos. Foram selecionados apenas animais sem lesfes no aparelho locomotor
e com escore corporal entre 2 a 3, da classificacdo de SPEIRS (1999), ou seja, de
moderado a bom.

As informacOes referentes a idade e ao peso dos equinos antes do inicio do

experimento sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Idade e peso dos eqliinos (fase pré-experimental).
Equinos Idade (anos) Peso (kg)

I 15 250

1 13 259

i 12 350

AV 8 300

Vv 12 333
Vi 12 352

X £S5 12 +2,28 307 £45,05

s: desvio padréo.

3.2. Manejo dos animais

Um més antes do inicio da pesquisa, os eqiinos foram colocados em baias
individuais de 20 m?, recebendo feno de Coast cross e racdo’. Sal mineral® e 4gua foram
deixados ad libitum. A manutencdo dos animais em baias na fase pré-experimental teve
como finalidade facilitar sua adaptacdo ao manejo a que seriam submetidos.

Duas semanas antes do inicio da fase experimental, os animais foram pesados e
vermifugados por via oral com ivermectina e praziquantel® na dose de 0,2 mg kg, para a

eliminacdo de endo e ectoparasitas. Adicionalmente, nesse mesmo periodo foi realizado

! Total - Rodovia Ferndo Dias km 699, Distrito Industrial, Trés Coracdes, MG. CEP: 37410-000.

2 Nutriplan Inddstria com Produtos Agropecuérios Ltda, Rua Norte, 150, Santa Fé do Sul, SP. CEP:
15775-000.

3 Equivalen — Bequisa - Rodovia Padre Manoel da Nobrega km 281, Gleba 37 — Samarita, S&o Vicente,
SP. CEP: 11346-300.
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hemograma completo e conduzidas a determinagdo da proteina plasmaética total (PPT) e do
fibrinogénio.
No periodo entre a fase pré-experimental e experimental todos os animais ganharam

peso e apresentaram escore de trés (SPEIRS, 1999).

3.3. Inducéo de tendinite

No dia anterior a inducdo da tendinite, ambos os membros toracicos foram
tricotomizados na regido metacarpica palmar.

A tendinite do TFDS foi induzida nos membros toracicos direito (MTD) e esquerdo
(MTE), mediante a administracdo de colagenase’. Para isso, 2,5 mg da enzima foram
pesados sobre papel aluminio estéril, em balanca de precisido? com quatro casas decimais.
Em seguida, a colagenase foi transferida para uma seringa de 3 mL, onde se realizaram a
diluicdo e a homogeneizacdo em 1 mL de &gua destilada estéril. Posteriormente, a seringa
com a solucao foi acondicionada em isopor com gelo por no maximo 10 minutos até o
momento da aplicacéo.

Para a administracdo da colagenase, os animais foram inicialmente sedados com
xilazina® a 10% na dose de 1 mg kg™, por via intravenosa. Em seguida, foram realizados
os bloqueios dos nervos palmares medial e lateral na regido metacéarpica proximal,
utilizando-se 3 mL de cloridrato de lidocaina®, sem vasoconstritor (Figura 5).
Posteriormente, com o auxilio de um transdutor linear ultra-sonogréafico de 7,5 MHz,
posicionado no plano transversal da regido metacarpica, foi realizada a mensuracdo da
distancia da pele até o centro do TFDS (Figura 6). Essa distancia foi marcada em uma
agulha 21G> com o auxilio de uma caneta. Apés a marcacdo, 2,5 mg de colagenase foram
administradas por via intratendinea monitorados pela imagem de ultra-som (Figura 7),
utilizando-se a marcacédo realizada na agulha hipodérmica. A colagenase foi aplicada na
regido palmar do TFDS, no ponto médio localizado entre a borda distal do 0sso acessorio

do carpo e a proximal dos 0ssos sesamdides proximais, de forma a atingir o centro do

! Colagenase tipo 1: C-0130, Sigma Pharmaceutical — Box 1408 St Louis, Missouri 63178 USA.
2 Bosch — Via Anhangiiera km 98, Vila Boa Vista, Campinas/SP, CEP: 13065-900.

® Sedazine Fort Dodge - Rua Luiz Fernando Rodriguez, 1701, Campinas, SP. CEP:13065-858.

* Hipolabor - Rodovia BR 262, Km 12,3 — Borges, Sabara, MG. CEP: 31950-640.

> Becton Dickison and Company Rutherford, New Jersey, 07070 USA.
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tenddo (correspondendo a zona 2B descrita por GENOVESE et al., 1986). Entretanto,
quando a regido de inducdo coincidiu com a localizagdo do ramo comunicante, a
administracdo da colagenase foi realizada distal ao terco médio (imediatamente abaixo da
zona 2B), para ndo comprometer essa estrutura anatbmica. Adicionalmente, apos a
inducdo da tendinite, foi realizado um ponto de sutura na pele no padréo simples separado,

a fim de orientar os exames ultra-sonogréficos posteriores.

a b
Figura 5 - Bloqueio dos nervos palmares. a. Medial. b. Lateral, na regido
metacarpica proximal, previamente a inducéo da tendinite.

a b
Figura 6 - a. Transdutor linear ultra-sonografico de 7,5 MHz, posicionado no plano
transversal da regido metacarpica. b. Mensuracdo da distancia entre a

pele e o centro do tenddo do musculo flexor digital superficial (seta).
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Uma vez realizada a infiltracdo da colagenase, foi aplicada bandagem frouxa na
regido metacérpica, que permaneceu 24 horas. No periodo compreendido entre a inducéo
da tendinite e o inicio dos tratamentos propostos, os animais ficaram em repouso nas

baias.

a b
Figura 7 - a. Administracdo intratendinea da colagenase monitorada pelo transdutor de
ultra-som. b. Imagem transversal demonstrando a agulha (seta) no tend&o do
masculo flexor digital superficial para inducdo da tendinite.

Ainda que se entenda a importancia €tica da utilizacdo de analgésicos e
antiinflamatérios para o bem-estar do animal apdés a inducdo da tendinite, e como o
objetivo deste estudo foi a utilizacdo de uma técnica que venha substituir muitas outras
gue em ocasides sdo ineficientes a longo prazo, decidiu-se pela ndo-aplicacdo de
antiinflamatérios ndo esteroidais. Assim, pode-se esclarecer que 0 mesmo seria um
obstaculo a plena eficiéncia da tendinite experimental, bem como ocasionar dividas com
relacdo a eficacia do tratamento proposto para o estudo (0 PRP), além de interferir nas
avaliagdes clinica e ultra-sonogréfica realizadas. Por outro lado, apds a biopsia do TFDS,

realizada no final do experimento (ver pag. 34), foi utilizado um antiinflamatério néo-
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esteroidal, uma vez que pela incisdo cirdrgica a agressdo € sempre mais intensa e,

certamente, culmina em maior comprometimento do bem-estar do animal.

3.4. Protocolo laboratorial para obtencéo do PRP

Para a obtencdo do PRP foram realizadas modifica¢fes a partir do método descrito
por CARMONA (2006). Para isso, amostras de 81 mL do sangue de cada um dos animais
foram colhidas por puncédo da veia jugular externa, em 18 tubos com capacidade para 4,5
mL, contendo o anticoagulante citrato de sédio a 3,8%".

As amostras de sangue foram homogeneizadas e centrifugadas a 120 g, durante cinco
minutos. De cada tubo centrifugado foi descartado 1,5 mL do plasma presente na
superficie, com o propdsito de se usar um plasma mais concentrado em plaquetas na
segunda centrifugacdo. Para isso, 20 mL do plasma obtido apds a primeira centrifugacao
foram acondicionados em dois tubos sem anticoagulante?, com 10 mL de capacidade,
procedendo-se em seguida, a centrifugacdo dos mesmos a 473 g por cinco minutos. Apés a
segunda centrifugacdo, o plasma foi dividido em duas fracbes: o sobrenadante (plasma
pobre em plaquetas) e a fracdo remanescente denominada plasma rico em plaquetas
(Figura 8). O plasma pobre foi descartado e o PRP, reservado. Deste, 2,5 mL foram
acondicionados em um novo tubo a vacuo sem anticoagulante, para ativacdo. Para tal,
foram adicionados 125 pL de solucdo de cloreto de célcio a 0,0125 mol.L ™.
Posteriormente, o tubo com PRP foi incubado em estufa a uma temperatura de 20 a 22 °C,
por duas horas, com a finalidade de estimular a desgranulacdo dos granulos plaquetarios.
Adicionalmente, para liberacdo do coadgulo de fibrina formado, procedeu-se nova
centrifugacdo a 1.720 g por oito minutos, com a finalidade de facilitar a aplicacdo
intratendinea do PRP.

Os tubos contendo o PRP ativado para aplicacdo intratendinea foram acondicionados

em caixa de isopor com gelo identificado com 0 nome do animal.

! Tubo vacutainer com citrato de sédio - Vacuum Il - Rua Maria Soldeira Lourencon, 176, ltupeva, SP.
CEP:13950-000.

2 Tubo vacutainer BD. Becton Dicksion Ind. Cirdrgicas Ltda. Av. Pres. Juscelino Kubitschek, Juiz de
Fora, MG. CEP: 36081-000.

® Cloreto de calcio (Wiener lab) - Av. Guido Caloi, 1935, Térreo, bloco A, S&o Paulo, SP. CEP: 05802-
140.
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A certificagdo da concentracdo de plaquetas no PRP foi realizada tanto manual
(método de Rees-Ecker) quanto automaticamente (aparelho de contagem de células

sangtiineas®), logo ap6s a segunda centrifugagéo.

Figura 8 - Acondicionamento do plasma resultante da
segunda centrifugacdo em tubo de 10 mL.
O sobrenadante corresponde ao plasma
pobre em plaquetas. A fracdo remanescente
é denominada de plasma rico em plaquetas.

3.5. Tratamentos

Todos os animais foram tratados por aplicagdo intralesional 12 dias apds a inducao
da tendinite. Na lesdo efetuada no TFDS direito (grupo tratado — GT), foram
administrados 2,5 mL do PRP ativado com cloreto de calcio a 0,0125 mol.L™ (Figura 9),
contendo concentragdes variando entre 320.000 e 500.000 plaquetas.uL™. J4 na tendinite
do TFDS esquerdo (grupo controle - GC), foram administrados 2,5 mL de solucdo salina a
0,9%".

Os volumes de 2,5 mL do PRP e da solucéo salina foram divididos em trés pontos de
aplicacdo, sendo 1,5 mL aplicado no local da lesdo, 0,5 mL meio centimetro proximal dela
e os outros 0,5 mL, meio centimetro distal da mesma. Para isso, foram utilizadas agulha de

21 G e seringas de 3 e 1 mL para o0 maior e menor volume, respectivamente.

! Coulter ACT-8 - Avenida Francisco Sales, 1463 sala 508, Santa Efigénia, Belo Horizonte, MG. CEP:
30150-221.

2 Solugo fisiolégica Sanobiol — Laboratéro Sanobiol Ltda - Av. das Quaresmeiras, s/n°, Distrito
Industrial, Pouso Alegre, MG. CEP: 37550-000
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3.6. Atividade fisica

Os animais foram submetidos a atividade fisica controlada e progressiva a partir de
15 dias da inducdo da tendinite, com monitoramento periédico por exame ultra-
sonografico.

A atividade fisica de duracdo de 32 dias foi baseada naquela descrita por
BARREIRA (2005), com reducdo do tempo total de atividade. Foi utilizado o seguinte
esquema:

- Do 15° dia de inicio do experimento até o 24°% locomogo ao passo durante cinco

minutos.

- Do 25° a0 36° dia: locomog#o ao passo durante 10 minutos.

- Do 37° a0 46° dia: locomocAo ao passo durante 15 minutos.

Durante essa atividade, os animais foram puxados pelo cabresto.

Figura 9 - a. Aplicacéo intralesional do plasma rico em plaquetas (PRP) no
tenddo do musculo flexor digital superficial direito utilizando
seringa de 1 mL e agulha de 21G. b. Edema (seta) produzido
imediatamente apos a aplicagdo do PRP.
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3.7. Exames fisico e ultra-sonografico

Durante o primeiro més do experimento, foi realizado exame fisico diario, sendo
verificadas as mesmas variaveis do processo seletivo. Posteriormente, as avaliacfes foram
realizadas duas vezes por semana até o 45° dia.

Todos os animais foram submetidos a exames estatico e dindmico do aparelho
locomotor. No exame estatico, foram utilizados os métodos inspecéo e palpacéo da regido
metacarpica palmar de ambos os membros toracicos, sendo averiguados a presenca de
edema (regibes medial, lateral e palmar do TFDS), dor a palpacdo e o aumento de
temperatura local. A intensidade dessas variaveis foi classificada em: 0 (ausente), 1
(discreta), 2 (moderada) e 3 (intensa).

A avaliacdo dinamica foi realizada em uma pista de superficie dura de 25 metros de
comprimento por oito de largura. Inicialmente os animais foram observados ao passo e,
posteriormente, na marcha, com o propésito de se avaliar a presenca ou auséncia de
claudicacdo, que foi quantificada em escores de 0 a 5, adaptados a partir da classificacao
descrita por KESTER (1991):

Grau 0: ndo se observa claudicacdo;

Grau 1: claudicagdo em grau discreto, observada na marcha;

Grau 2: claudicagdo em grau discreto ao passo € moderado na marcha;

Grau 3: claudicacdo em grau moderado ao passo e intenso na marcha;

Grau 4: claudicacdo em grau intenso ao passo, com impossibilidade de locomocéo
na marcha; e

Grau 5: incapacidade de suportar peso no membro afetado.

O exame ultra-sonografico foi realizado com equipamento portatil*, provido de
transdutor linear de 7,5 MHz, que proporcionou acompanhamento do TFDS antes da
administracdo da colagenase, 48 horas apés a inducdo da tendinite e no 7°, 12°, 14°, 21°,
28°, 35° e 42° dias do experimento. As avaliacGes foram realizadas nos planos transversal
e longitudinal, e as imagens obtidas, foram registradas a partir de uma placa de captura de

video instalada no computador?, para posterior comparacido entre 0s membros nos

! Aparelho de ultra-som linear da marca Medison, modelo Sonovet 600, Rua Apiacés, 910, Perdizes, Sdo
Paulo, SP. CEP: 05011-7020.
2 pixel View — www.prolink.com.tw, Taiwan.
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diferentes momentos avaliados. As imagens obtidas pela captura apresenta melhor
qualidade de visualizacdo; porém o equipamento utilizado promove uma ampliacdo das
mesmas. Dessa forma, para o calculo da area tranversal do tenddo (ATT) e da lesdo (ATL)
foi necessario efetuar um ajuste nos valores obtidos para as imagens capturadas,
considerando um fator de corre¢do que foi obtido apds testes prévios, nos quais foram
correlacionados os dados de &reas obtidos nas imagens capturadas e os resultantes das
imagens impressas, as quais ndo exibiam qualquer ampliacdo ou reducdo. O fator de ajuste

utilizado na correcdo das imagens capturadas pela placa de video foi de 3,1.

3.7.1. Variaveis avaliadas na ultra-sonografia
3.7.1.1. Area transversal do tenddo (ATT) e area transversal da lesdo (ATL)

A ATT e a ATL (em cm?) foram medidas a partir das imagens ultra-sonogréficas
obtidas a apartir do plano transversal no local, proximal e distal a regido de indugdo da
tendinite, mediante a orientacdo de um ponto de sutura simples separado e marcagdo com
0 uso de uma caneta Texta fineline 700. As mensuracdes foram realizadas utilizando-se o
software QUANT V1.0.0.28, desenvolvido pelo Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vicosa, MG, e ja padronizado para utilizacdo no tenddo de eqiinos por
ARISTIZABAL et al. (2005).

3.7.1.2. Percentual de area lesada no interior de cada tendao e intensidade da leséo

Para a determinacdo e avaliagdo dessas varidveis tomaram-se como base as
informagdes descritas por GENOVESE & RANTANEN (1998).

O percentual de area lesada foi obtido por meio da relacdo entre a area total da lesdo
e area transversal do tenddo. A intensidade da lesdo foi avaliada de acordo com o padrédo
descrito:

Discreta: comprometimento de 1 a 15% da ATT,;

Moderada: comprometimento de 16 a 25% da ATT; e

Intenso: comprometimento acima de 25% da ATT.
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3.7.1.3. Ecogenicidade da leséo

A ecogenicidade foi graduada de O a 4, segundo a classificacdo de GENOVESE et
al. (1986):

0: padrdo normal (isoec6ico);

1: reducdo em 25% do padréo isoecodico (predominantemente isoecoico);

2: redugdo em 50% do padrdo isoecoico;

3: reducdo em 75% do padréo isoecdico (predominantemente anecoico); e

4: reducdo em 100% do padrao isoecoico (totalmente anecoico).

3.7.1.4. Paralelismo das fibras colagenas

A determinacdo do paralelismo das fibras foi realizada nas imagens obtidas
longitudinalmente e graduada em escala de 0 a 3, conforme descrito por ALVES et al.
(2001):

0: auséncia de paralelismo;

1: paralelismo discreto;

2: paralelismo parcial; e

3: paralelismo total.

3.8. Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais foram realizados duas semanas antes do inicio do
experimento e semanalmente até o término da fase experimental.

Apos anti-sepsia com alcool iodado, foram obtidas amostras de 5 mL de sangue por
puncéo da veia jugular externa (agulha vacutainer 25 x 8'), em tubos de vidros a vacuo
contendo 0 anticoagulante EDTA?, para determinagdo dos valores de hematécrito, PPT,
fibrinogénio, plaquetas, leucdcitos totais e contagem diferencial.

A concentracio de hematécrito (%) e a contagem dos leucécitos totais (células x 10°
uL™) e de plaquetas foram realizadas em aparelho de contagem de células sangiiineas.

! BD Vacutainer - Becton Dickinson Ind. Cirlrgicas Ltda. Rua Alexandre Dumas, 1976, Chacara Santo
Anténio, Sdo Paulo, SP. CEP: 04717-004.
2 Vacuum Il - Rua Maria Soldeira Lourencon, 176, Itupeva, SP. CEP: 13295-000.
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A contagem diferencial de células brancas foi realizada em microscopio de luz
Olympus CX 40'. A refratometria® foi a técnica utilizada para a determinacdo da
concentracdo das proteinas plasmaticas totais e fibrinogénio.

Estes exames foram realizados no Laboratorio de Analises Clinicas do DVT/UFV.

3.9. Bidpsia e exame histopatolégico do TFDS

Ap0s 48 dias do inicio do experimento, foi realizada biopsia do TFDS de ambos 0s
membros toracicos. Para isso, 0s animais foram deixados em jejum alimentar por 12 horas.

Para o procedimento cirdrgico, os eqliinos foram sedados com xilazina a 10% (1 mg
kg™), por via intravenosa. Em seguida, foi realizada a indugdo anestésica mediante a
associacdo de 2 g de tiopental sédico® com éter gliceril guaiacolato (EGG) a 10%*. A
manutencéo anestésica foi realizada com halotano®.

Com o animal em decubito lateral sobre mesa cirdrgica, estando o local de indugédo
da tendinite previamente tricotomizado, realizou-se anti-sepsia com iodo-povidine
degermante a 1%°. Ap6s incisdo cutanea, foram realizadas divulsio romba do tecido
subcutaneo e exposicao do TFDS.

Uma vez localizada a regido da lesdo, conduziu-se a bidpsia com o auxilio de ldamina
de bisturi n°. 247 (Figura 10), para obtencdo de um fragmento com aproximadamente 0,8
cm® de volume para realizacdo de exame histopatolégico.

Apds a bidpsia, foi procedida a tenorrafia no padréo de sutura em laco fechado, para
se evitar possivel ruptura tendinea no pés-operatério. A sintese do tecido subcutaneo foi
feita com fio vicril 2-0°. J& para a sintese cutanea, foi utilizado fio de nailon n°. 0,4.

! Olympus CX 40 - Model CX 40RF100, Olympus optical Co, Ltda, Jap&o.

? Refratdmetro - Atago, Hand Refractometer, Mod. Uricon cat No 135.

® Tiopentax - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Rodovia Itapira-Lind6ia, Km 14, Itapira,
SP. CEP: 13970-000.

* Eter gliceril guaicolato — Vetec Quimica Fina Ltda, Rua Pastor Manoel Avelino de Souza, 1021, Distrito
de Duque de Caxias, RJ. CEP: 25250-000.

® Halotano Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. Rodovia ltapira-Lind6ia, Km 14, ltapira,
SP. CEP: 13970-000.

® lodo povidine a 1% - Rioquimica Indistria Farmacéutica, Av. Tarraf, 2.590/2.600, S0 José do Rio
Preto, SP. CEP: 15057-430.

’ Lamina de bisturi Free Bac - Embramac, Rua Pedro Ferreira, 155, sala 1305, Itajai, SC. CEP: 88301-900.

8 Vicril 2-0 — Eletro-Light Ltda. Av. Constatino Nery, 1272, Manaus, AM. CEP: 69050-000.
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Figura 10 — Remocao de fragmento do
TFDS no local da leséo
com o auxilio de pinga e
bisturi para exame
histopatoldgico

Apbs bidpsia, foi administrado meloxicam® por via oral, na dose de 0,6 mg kg™, a
cada 24 horas, durante 10 dias, até o 58° dia do experimento. Adicionalmente, durante
esse periodo de pdés-operatorio, foram realizadas limpezas e curativos diarios da ferida
cirargica, bem como monitoramento clinico.

Os fragmentos colhidos foram fixados em solucdo de formalina a 10% tamponada e
processados por métodos histolégicos rotineiros até a inclusdo em parafina e obtencdo de
cortes histolégicos em planos transversais e longitudinais, os quais foram corados pelos
métodos de hematoxilina-eosina®, Tricromico de Masson® e Picrosirius Red®. A anélise
histopatoldgica foi realizada em microscopia de luz (Olympus CX 40) e sob luz polarizada
(Olympus AX 70°), sem o prévio conhecimento do avaliador do contetido dos grupos a
que pertenciam as laminas, conforme metodologia adotada por ALVES (1998).

Para a verificacdo da reparacdo dos tenddes, foram utilizados alguns critérios
descritos por BARREIRA (2005), sendo observadas as caracteristicas morfolégicas dos
fibroblastos, a presenca e tipo de infiltrado inflamatério, a neovascularizacdo e a

organizacdo tecidual, que foi avaliada mediante a disposicao das fibras colagenas e dos

! Maxicam gel — Ouro Fino Salde Animal Ltda, Rodovia Anhagiierara, 330, Km 298, Cravinhos, SP.
CEP: 14140-000.

2 Easy path - Erviegas instrumental cirdrgico Ltda, Lacedemdnia, 268, Sdo Paulo, SP. CEP: 04634-061.

3 Tricromico de Masson com azul de anilina, EP 11-20013, Easy path - Erviegas instrumental cir(irgico
Ltda, Lacedeménia, 268, Séo Paulo, SP. CEP: 04634-061.

* Picrosirius e hematoxilina de Carazz, EP 11-20011 - Erviegas Instrumental Cirlrgico Ltda, Rua
Lacedemonia 268, Sdo Paulo, SP. CEP: 04634020.

> Olympus AX 70 - Model AX 70 TRF, Olympus optical Co, Ltda, Jap&o.
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fibroblastos na matriz tendinea. Para graduar cada caracteristica avaliada no exame
histopatoldgico, foi utilizada a escala descrita por FOLAND et al. (1992): 0 (ausente), 1
(discreta), 2 (moderada) e 3 (intensa).

A analise quantitativa dos vasos sanglineos e dos fibroblastos foi realizada
utilizando um reticulo micrométrico de 1 mm?, acoplado & ocular de microscépio de luz da
marca Olympus CX 40. O numero de vasos sangiineos e de fibroblastos na regido da
lesdo foi obtido apds a contagem de 10 campos aleatdrios observados em objetivas de 20X
para a primeira variavel, e de 40X para a segunda.

A Figura 11 apresenta a linha do tempo das diferentes etapas executadas durante a

fase experimental.

Inglucéo Tratamento
da €
tendinite AV o
eAV AV AV AV AV AV AV AV Biopsia
Dias: 01 3 7 12 14 15 21 28 35 42 46 48 58

l Atividade fisica l lPés-operatériol

Figura 11 - Etapas do experimento: inducdo da tendinite (dia 1), avaliacdes (AV)
clinica e ultra-sonografica; realizacdo dos tratamentos (GT: grupo
tratado; GC: grupo controle), atividade fisica, biopsia e
acompanhamento pos-cirdrgico.

3.10. Anélise estatistica

Na anélise estatistica foram avaliadas variaveis métricas e escores (notas) referentes
as caracteristicas clinicas (grau de claudicacdo, edema, temperatura e sensibilidade
dolorosa a palpacdo), ultra-sonogréaficas (area transversal do tenddo e da lesdo tendinea,
ecogenicidade da lesdo e paralelismo das fibras colagenas) e histopatoldgicas (quantidade
dos fibroblastos, presenca e tipo de infiltrado inflamatorio, neovascularizacdo e

organizacéo tecidual).
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As varidveis ultra-sonogréficas (&rea transversal do tenddo e da lesdo tendinea;
ecogenicidade da lesdo e paralelismo das fibras colagenas) e clinicas (grau de claudicacao;
edema; temperatura e sensibilidade dolorosa a palpacdo) foram analisadas por meio de
analises de regressdes em funcdo do tempo e do tratamento, estudado por uma variavel
dummy (GT=1 e GC=0), cujos coeficientes foram testados pelo teste t a 5% de
probabilidade.

Os dados pareados dos grupos tratado e controle, referentes aos resultados da
histopatologia (quantidade e caracteristicas dos fibroblastos; presenca e tipo de infiltrado
inflamatorio; neovascularizagdo; e organizacdo tecidual), foram analisados utilizando-se
os testes t e de Wilcoxon a 5% de probabilidade, de acordo com a ocorréncia de
normalidade ou ndo das variaveis analisadas, respectivamente, no Gltimo tempo de
avaliacdo (48 dias).

Para a analise de regressdo foram utilizadas as médias dos grupos experimentais GT
e GC nos diferentes tempos de avaliagdo ap6s o tratamento.
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4. RESULTADOS

4.1. Plasma rico em plaquetas (PRP)

A concentracdo das plaquetas no sangue utilizado para o preparo do PRP variou de
140.000 a 196.000 (166.500 + 21.257) plaquetas.uL™. J4 no PRP, a concentragdo foi de
320.000 a 500.000 (407.500 + 58.800) plaqueta.uL™ (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracdo de plaquetas no sangue total e no plasma rico em plaguetas
(PRP) obtida a partir dos eqinos utilizados no experimento.

Equinos Plaquetas no sangue total (uL™) Plaquetas no PRP (uL™)

I 176.000 390.000
I 140.000 420.000
1] 176.000 390.000
v 144.000 320.000
\ 196.000 425.000
VI 167.000 500.000

X s 166.500 + 21.257 407.500 £ 58.800

s: desvio padréo.

4.2. Avaliacoes clinica e laboratorial

Durante 0 exame fisico realizado nas fases pré-experimental e experimental, ndo
foram observadas alteragdes de postura, comportamento, grau de hidratacdo, motilidade
intestinal e consisténcia das fezes. As mucosas mantiveram-se normocoradas, e 0 tempo
de enchimento capilar foi de dois segundos.

Os valores minimos, méximos e médios referentes a TC, FC e FR, obtidos durante a
fase experimental, estdo apresentados na Tabela 4.

Apo6s administracdo de 2,5 mg da colagenase no TFDS direito e esquerdo, 0s
animais desenvolveram inflamacdo aguda, caracterizada pela presenca de edema
(moderado a intenso) e dor a palpacdo (discreta a moderada), que permaneceram por 12
dias, além do aumento de temperatura local (discreto a moderado), observado por quatro
dias. Adicionalmente, foi constatada a presenca de claudicagéo (inicialmente em grau 3,
reduzindo para grau 1) durante seis a oito dias em trés animais, e até os tratamentos nos
demais (12° dia).
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Tabela 4 - Valores minimos, maximos e médios de temperatura corporal (TC), freqiiéncia
cardiaca (FC) e freqliéncia respiratéria (FR), obtidos durante a fase

experimental nos equinos utilizados no estudo.

Equino

Temperatura Corporal (°)

FreqUéncia Cardiaca

(bpm)

Frequéncia Respiratoria

(respiragdes/min)

Min-Max (X *5s)

Min-Max (X *5s)

Min-Max (X +s)

36,3-38,1 (37,0£ 0,4)
36,2-38,0 (37,0+0,4)
36,2-38,0 (37,0+0,4)

28-40 (33,6 £ 3,2)
28-40 (34,2 + 3,0)
28-44 (34,1 £ 4,2)

8-24 (12,1 £ 3,9)
8-20 (12,8 + 2,8)
8-24 (12,7 +3,7)

Y, 36,3-38,3 (37,1 0,5) 28-48 (33,5 + 4,6) 8-20 (12,7 +2,7)
v 36,5-38,1 (37,1 % 0,4) 28-40 (33,8 + 3,4) 8-20 (13,1 +2,9)
VI 36,2-38,2 (37,1 % 0,5) 32-48 (37,0 + 4,5) 8-28 (14,6 + 5,0)

Min: minimo; Max: maximo; s: desvio padréo.

Apds a administracdo intratendinea do PRP, bem como da solucéo salina a 0,9%
(12° dia do experimento), as alteracOes clinicas locais e a claudicagdo continuaram nos
grupos tratado (GT) e controle (GC), em intensidades que variaram de discreta a
moderada. Entretanto, o edema localizou-se ndo apenas na regido da inducéo da tendinite,
mas se estendeu em direcBes proximal, distal, lateral e medial, permanecendo de forma
discreta em dois animais até o 30° dia, e nos demais até o 45° dia (Ultima avaliagdo
clinica). A estimativa da intensidade do edema, bem como sua reducdo (P<0,05) em
funcdo do tempo esta apresentada na Figura 12. Houve diferenca (P<0,05) entre as médias
dos grupos, com menor intensidade no GT.

A dor a palpacéo, observada no exame estatico, apresentou intensidade variando de
discreta a moderada, estando presente até 0 20° (N = 3), 30° (N = 1) e 45° (N = 2) dias. A
estimativa da intensidade dessa variavel em ambos os grupos ap0s o tratamento, bem
como a sua reducdo (P<0,05) em funcdo do tempo, estdo apresentados na Figura 13.
Ocorreu diferenca (P<0,05) entre as médias dos grupos, com menor intensidade no GT.
Adicionalmente, observa-se maior efeito do tratamento sobre essa variavel em
comparagao com o tempo.

O aumento de temperatura local foi discreto e esteve presente apenas durante quatro
dias apds o tratamento nos seis animais, ndo sendo observadas diferencas (P>0,05) entre
0S grupos.

O exame dinamico revelou claudicacdo em grau que varioude 1 a2 [escalade 1 a5
(KESTER, 1991)] em cinco animais, permanecendo durante dois (N = 2), 18 (N =2) e 33

(N = 1) dias apés o tratamento. Um dos animais (n° I11) ndo apresentou claudicacdo. A
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Figura 14 mostra a reducdo (P<0,05) da intensidade desta variavel em funcdo do tempo
em ambos os grupos, sem que diferengas (P>0,05) fossem observadas entre eles.

O exercicio gradativo e controlado, iniciado trés dias ap06s o tratamento com PRP,
ndo ocasionou relutancia em se locomover, embora alguns animais ainda estivessem
apresentando edema e dor a palpacéo local.

As equacgOes de regressdo utilizadas para a construgdo das Figuras 12 a 14 estdo
apresentadas na Tabela 5. Nota-se a influéncia do tempo na reducéo das variaveis, assim
como a diferenca (P<0,05), ja mencionada anteriormente, com relacdo ao edema local e
dor a palpagdo. Adicionalmente, é importante ressaltar que o efeito do tempo foi similar
para todas as variaveis clinicas estudadas, sendo 3; = 0,0229435. Para cada dia ap6s o

tratamento, os valores das varidveis reduziram em média 0,0229435.

16
14 -

12

08 -

06

Intensidade do edema

04

02

Dia

Figura 12 - Estimativas do grau de intensidade do edema (de 0 a 3) nos
grupos tratado (GT) e controle (GC), em funcdo do tempo de
avaliacdo.
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Figura 13 - Estimativas do grau de intensidade da dor a palpacdo (de 0 a 3)
nos grupos tratado (GT) e controle (GC), em funcdo do tempo
de avaliacéo.
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Figura 14 - Estimativas do grau de claudicacdo (de 0 a 5) nos grupos tratado
(GT) e controle (GC), em funcéo do tempo de avaliagéo.
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Tabela 5 - Equacgdes de regressdo das variaveis clinicas estimadas em funcdo do
grupo (G) e do tempo (T) de avaliagdo apds o tratamento em dias.

Variavel clinica Equagdes de regressao R* (%)
Edema Y=1,52155-0,024927*T -0,08333*G 80,9
Dor a palpacao Y= 1,23835-0,024594*T -0,12500*G 73,3
Aumento de temperatura Y=0,7129-0,021697*T 33,0
Claudicacgéo Y= 0,97234-0,020556*T 71,3

*Significativo pelo teste t (P<0,05); G=0 (GC) e G=1 (GT).

Os valores minimos, maximos e médios das variaveis hematologicas avaliadas

semanalmente até o término da fase experimental estdo apresentados na Tabela 6.

Observa-se que os valores médios do hematdcrito, PPT, leucdcitos totais

, fibrinogénio e

plaquetas variaram de 28,4 a 33,3%, 7,1a 7,6 g.dL™, 6.557 a 10.057 células.uL™*, 0,2 2 0,3

g.dL? e 159.857 a 202.142 pL™, respectivamente. Uma vez iniciado o
contagem diferencial dos leucécitos revelou valores de neutrofilos varia
6.222 células.uL™, sendo inferiores aos obtidos na fase pré-experimental

células.uL™).

Tabela 6 - Valores das variaveis hematoldgicas (hematdcrito, proteina

experimento, a
ndo de 2.480 a
(4.408 a 8.500

plasmatica total,

leucdcitos totais, fibrinogénio e plaquetas) obtidos durante a fase

experimental, nos equinos estudados.

Equinos | Hematdcrito PPT Leucécitos T.  Fibrinogénio Plaquetas
(%) (gdL™) (células pL.”) (gdL™) (uL)
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(X *5) (X *5) (X *5) (X *5) (X +5)
I 25,6-35,0 7,0-8,0 6.000-13.200 0,1-0,4 117.000-226.000

I 29-35,0 6,4-7,6 8.300-14.500 0,2-0,5
(32,7+25)  (7,2+04) (9.900+2.118) (0,3+0,1)

1 27,0-37,0 7,2-8,0 4.900-9.000 0,1-0,4
(325+36) (76+029) (6.557+1.642) (0,2+0,1)

\Y 25,0-39,0 7,0-8,0 5.400-14.300 0,1-0,5
(31+46)  (75+0,34) (10.057+2.837) (0,3+0,2)

v 26,0-33,0 7.1-7,6 5.000-10.800 0,1-0,8
(284+237) (7,3+0,2) (7.485+2.138) (0,3%0,2)

VI 30,0-37,0 6,9-7,6 5.000-16.600 0,1-0,8

(333+257) (7,1+02) (8.857+3.992) (0,3+0,2)

(315+29)  (76%03) (9.128+2.482) (02%0,1)  (174.571+38.191)

130.000-280.000
(159.857 + 8.306)
150.000-249.000
(202.142 + 30.678)
105.000-220.000
(171.857 + 43.287)
120.000-230.000
(173.857 + 47.827)
110.000-230.000
(172,571 + 42.149)

PPT: proteinas plasmaticas totais; T: totais; Min: minimo; Max: maximo; s: desvio padréo.

41



4.3. Avaliacao ultra-sonografica

Todas as avaliagdes ultra-sonograficas foram realizadas com o membro dos animais
bem apoiados, permitindo boa distribuicdo do peso e, conseqlientemente, a obtencédo de
imagens de qualidade, tanto no plano transversal como no longitudinal.

O uso do distanciador proporcionou boa individualizagdo do TFDS, particularmente
nas imagens obtidas no plano transversal.

Nas avaliacOes realizadas previamente ao tratamento (dias 0, 3, 7 e 12), os achados
mais importantes nos tenddes direito e esquerdo foram a presenca de edema peritendineo
apos 48 horas da indugdo da tendinite (Figura 15), a perda do perfeito paralelismo das
fibras colagenas e a visualizagdo inicial da lesdo mediante a perda de ecogenicidade no 7°
dia, com melhor delimitagdo no 12° dia.

Nessa etapa previamente ao tratamento, os valores médios da area transversal do
TFDS (ATT) variaram entre 1,34 + 0,29 e 1,46 + 0,37 cm? no TFDS direito e entre 1,29 +
0,22 e 1,38 + 0,27 cm? no TFDS esquerdo. Comparando com o tempo zero, a ATT direito
(GT) aumentou em 8,95% até o 7° dia, retornando a dimensdo semelhante a fase pré-
experimental (dia zero) no 12° dia. Por outro lado, ndo houve aumento na ATT esquerdo
(GC), mas apenas reducdo em 6,5% da area ao se comparar os valores obtidos nos dias
zeroe 12.

Os valores médios da area transversal da lesdo (ATL) foram os mesmos no 7° e 12°
dias, sendo de 0,16 + 0,06 cm? no tendéo direito (GT), com valores percentuais em relagdo
a area transversal do tenddo de 10,95 e 11,94% no 7° e 12° dias, respectivamente. No
TFDS esquerdo (GC), a éarea transversal da lesdo apresentou valores médios de 0,15 +
0,08 cm? no 7° dia e de 0,16 + 0,04 cm? no 12° dia, com valores percentuais de 11,45 e de

12,40%, para estes respectivos dias.
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Figura 15 — Imagem ultra-sonografica em
plano tranversal mostrando
os tenddes dos musculos
flexores digitais superficial
(TFDS) e profundo (TFDP),
com evidéncia de edema
peritendineo intenso (seta)
no membro torécico direito
do animal 1V, 48 horas da
inducgéo a tendinite.

A perda da ecogenicidade variou entre 50 e 75% do padrdo ecoico, e a intensidade
da leséo foi discreta, segundo a classificacdo de GENOVESE et al. (1986) e GENOVESE
& RANTANEN (1998), respectivamente.

O perfeito paralelismo das fibras colagenas observado nos cortes longitudinais no
dia zero (antes da inducédo da tendinite) foi perdido no 3° dia, sendo assim classificado
inicialmente entre discreto e parcial (grau 1 a 2, ALVES et al., 2001) e, posteriormente,
como parcial (Figura 16) em ambos os grupos até o 12° dia.

Nas avaliacOes realizadas ap6s o tratamento (dias 14, 21, 28, 35 e 42), a Unica
variavel gque diferiu (P<0,05) entre 0 GC e o GT foi a area transversal da lesdo (ATL)
(Figura 17), com menores valores médios no GT. Ja a reducdo (P<0,05) em funcdo do
tempo foi observada tanto para a ATL como para o grau de ecogenicidade da lesdo em
ambos 0s grupos, conforme demonstrado nas Figuras 18 e 19. O mesmo comportamento
ndo (P>0,05) foi verificado nas demais variaveis ultra-sonograficas (ATT e paralelismo

das fibras colagenas) em estudo.
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Figura 16 — Imagem ultra-sonogréafica
em plano longitudinal,
evidenciando paralelismo
das fibras colagenas em
grau 2 (seta), no membro
toracico direito do animal
VI, apo0s sete dias da
inducdo da tendinite.

Figura 17 — Imagem ultra-sonogréafica em
plano tranversal mostrando os
tendGes dos musculos flexores
digitais superficial (TFDS) e
profundo (TFDP),
evidenciando a area
transversal da lesdo (seta) no
membro torécico esquerdo do
animal 111 (21° dia).
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Apos o tratamento, a intensidade da lesdo, baseada no percentual da ATL, continuou
sendo classificada como discreta (1 a 15% da ATT) em ambos os grupos até a ultima
avaliacdo ultra-sonografica (42° dia).
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Figura 18 - Estimativas da area da lesdo nos grupos tratado (GT) e

controle (GC) apo6s o tratamento, em funcdo do tempo
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tratamento, em funcao do tempo de avaliagéo.
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Em ambos os grupos a ecogenicidade da lesdo manteve-se hipoecdica, com perdas
entre 25% e 75% (grau 1 a 3, GENOVESE et al., 1986) durante os diferentes momentos
de avaliacdo pos-tratamento, mas sem diferencas (P>0,05) entre 0s grupos.

Nas avaliacOes realizadas ap06s o tratamento com PRP ou administracao
intratendinea de solucdo salina a 0,9% (entre o 14° e 0 42° dias), os valores médios da area
transversal do tenddo variaram de 1,24 + 0,10 a 1,53 £ 0,15 cm?no GT e de 1,34 + 0,18 a
1,56 + 0,16 cm® no GC, sem que diferencas (P>0,05) fossem observadas entre 0s grupos.

Durante esse mesmo periodo de avaliacdo ultra-sonografica, o paralelismo das
fibras coldgenas manteve-se parcial, ou seja, no grau 2 da classificacdo de ALVES et al.
(2001). Nao houve diferencas (P>0,05) entre grupos.

As equacOes de regressdo utilizadas para a construcdo das Figuras 18 e 19 estdo
apresentadas na Tabela 7. Nota-se a influéncia do tempo na reducdo das variaveis, assim
como a diferenca (P<0,05), j& mencionada anteriormente, com relacdo a &rea transversal

da leséo, de acordo com o grupo.

Tabela 7 - Equacdes de regressdo das varidveis ultra-sonogréficas, area transversal da
lesdo e ecogenicidade da lesdo estimadas em funcao do grupo (G) e tempo
(T) de avaliagdo ap6s o tratamento em dias.

) Variavel Equacdes de regressao R? (%)
Area transversal da lesdo Y= 0,218000 — 0,014000*G — 0,0025000*T 93,3
Ecogenicidade da lesdo Y=2,9530 — 0,027500*T 65,0

*Significativo pelo teste t (P<0,05); G=0 (GC) e G=1 (GT).

4.4. Avaliacbes macroscopica e histopatoldgica

Durante a realizagdo da bidpsia no 48° dia, foram observadas perda do brilho dos
tenddes e presenca de aderéncias entre o TFDS e o paratenddo (Figura 20a) em quatro
membros do GC e em dois do GT. Adicionalmente, um dos animais do GC apresentou
aderéncias entre os tenddes dos musculos flexores digital superficial e profundo (Figura
20b). Nenhum tenddo mostrou sinais de infeccdo (exsudacdo serossanguinolenta ou
purulenta) no local ou préximo a lesdo.

Apls o procedimento cirdrgico e recuperagdo anestésica, todos 0s animais

mantiveram-se em estacdo. Depois da retirada da bandagem (com 24 horas), foi
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constatada a presenca de edema local, dor a palpacdo e intenso aumento de temperatura,

bem como claudicacéo (graus 2 a 4).

a b

Figura 20 - a. Aderéncias do tenddo do musculo flexor digital superficial
(TFDS) com o paratenddo, presente no animal IV do GC. b.
Aderéncias do TFDS com o tenddo do musculo flexor digital
profundo (GC - animal 1V).

A andlise qualitativa dos cortes histologicos corados com HE é apresentada na
Tabela 8. Observa-se no GT, que a atividade fibroblastica foi classificada entre moderada
a intensa, a neovascularizagdo em moderada, o infiltrado inflamatorio perivascular entre
discreto e moderado e a organizagdo tecidual em moderada. No GC, atividade
fibroblastica se apresentou de forma intensa, a neovascularizacdo entre moderada e
intensa, o infiltrado inflamatdrio perivascular entre discreto a moderado e a organizacao

tecidual de discreta a moderada.
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Septos conjuntivos hipertrofiados estiveram presentes em ambos 0s grupos.
Entretanto, foi possivel evidenciar a melhor disposicao e linearidade das fibras colagenas
e dos fibroblastos no GT em comparagdo com o GC. Por outro lado, diferencas (P<0,05)
entre os grupos foram observadas somente em relacdo a atividade fibroblastica e
organizagdo tecidual, com menor intensidade no GT. Nas Figuras 21, 22 e 23 estdo
ilustradas a atividade fibroblastica, a neovascularizacdo e a organizacdo tecidual, bem

como a presenca de infiltrado inflamatorio perivascular.

Tabela 8 - Medianas das intensidades das variaveis (atividade fibroblastica,
neovascularizacdo, infiltrado inflamatdrio e organizacao tecidual) e suas
respectivas caracterizacGes durante avaliacdo histopatoldgica qualitativa
nos grupos controle (GC) e tratado (GT) no 48° dia do experimento.

Variaveis Grupos
GC GT
Atividade Fibroblastica 3,0a 2,5b
Caracteristicas dos Predominio de Predominio de

fibroblastos

Neovascularizagéo
Caracteristicas dos vasos
sanguineos

Infiltrado inflamatério
Caracteristicas do
infiltrado

Organizag&o tecidual
Caracteristica do tecido

fibroblastos
arredondados, com
alguns alongados.

2,5a
Presenca de vasos
com [men de
diferentes didmetros,
localizados
principalmente  nos
septos conjuntivos.

1,5a
Presenca de linfocitos
e plasmacitos
perivasculares.

1,5a
Fibras colagenas e
fibroblastos dispostos
de  forma mais
irregular e septos
conjuntivos
hipertrofiados.

fibroblastos
alongados, mas com
alguns arredondados.

2,0a
Presenca de vasos
com [men de
diferentes diametros,
localizados
principalmente  nos
septos conjuntivos.

1,5a
Presenca de linfdcitos
e plasmacitos
perivasculares.

2,0b
Fibras colagenas e
fibroblastos dispostos
de forma mais
regulares e septos
conjuntivos
hipertrofiados.

Classificacdo da intensidade = O: ausente, 1: discreta, 2: moderada, 3: intensa.

Medianas seguidas de letras

minusculas iguais na mesma linha, ndo se diferem (P>0,05) pelo teste de Wilcoxon.
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O exame histopatologico de cinco membros do GC (83,3%) e dois do GT (33,3%)

nas laminas coradas com HE revelaram focos hemorragicos (Figura 24) localizados

predominantemente nos septos conjuntivos, além de metaplasia condrocitica em estagio
inicial no MTE (GC) do animal 111 (Figura 25).

a b
Figura 21 - Fotomicroscopia de luz do GC (animal 1): a) nota-se atividade fibroblastica e
neovascularizagdo intensa (24x) (detalhe) e b) fibras colagenas e fibroblastos
com diferentes tamanhos e formas dispostas aleatoriamente, além da presenca
de substancia fundamental amorfa (seta) (70x). HE.

a b

Figura 22- Fotomicroscopia de luz do GT (animal 1): a) atividade fibroblastica intensa e
neovascularizagdo (24x) (detalhe) e b) fibras colagenas e fibroblastos
predominantemente alongados, dispostos de forma mais regular (seta) (70x). HE.
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Figura 23 - Fotomicroscopia de luz do GC (animal I): neovascularizacdo intensa
e presenca de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario perivascular
(setas) (180x). HE.

A coloragdo Tricromico de Masson proporcionou boa individualizagdo das fibras,
permitindo facil observacdo da neovascularizagdo (Figura 26) em ambos 0s grupos.

A analise qualitativa dos cortes histologicos pelo método histoquimico Picrosirius
Red permitiu a identificacdo da presenca de colageno do tipo | (cor amarela ou vermelha)
e tipo 11 (fibras reticulares, cor verde), bem como verificacdo da disposic¢ao e organizagado
das fibras colagenas por meio da microscopia de luz polarizada em ambos 0s grupos
(Figuras 27). No GT, os feixes de fibras colagenas apresentaram melhor orientagdo, mas
em alguns campos foram evidenciadas areas de desorganizagdo tecidual, caracterizadas
por disposicdo aleatéria das fibras coldgenas. No GC, embora tenha predominado a
disposicéo aleatdria das fibras colagenas, em alguns campos foi possivel observar regides

com organizacao das mesmas.
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Figura 24 - Fotomicroscopia de luz do GC (animal V): focos hemorragicos (setas)
(171x). HE.

a b

Figura 25 - Fotomicroscopia de luz do GC (animal 111): a) metaplasia condrocitica, com

celulas condréides em diferentes estdgios e b) matriz com
mucopolissacarideo (seta), circundada por células condroides (53,14x). HE.
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Figura 26 - Fotomicroscopia de luz do GT (animal V): a) fibras colagenas coradas em azul, com
intensa neovascularizacdo e presenca de vasos sangiiineos com Iimen de diferentes
didmetros (16x) e b) veias (setas) (64x). Tricromio de Masson.

Figura 27 - Fotomicroscopia em luz polarizada do GC (animal 1V). Nota-se
disposigdo aleatdria das fibras colagenas, assim como presenca
de colagenos dos tipos | (amarelo ou vermelho) e Il (verde)
(10x). Picrosirius Red.
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A andlise quantitativa do nimero de fibroblastos e vasos sangiiineos, realizada na
regido da lesdo, revelou no GT valores médios de 44,3 + 26,7 fibroblastos mm? e 7,3 + 6,0
vasos sangiiineos mm?. J4 no GC, esses valores foram de 66,6 + 34,5 e 7,2 + 4,4 mm? para
os fibroblastos e vasos sanguineos, respectivamente. Ndo foram observadas diferencas

(P>0,05) entre os grupos em relacdo a essas variaveis.
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5. DISCUSSAO

5.1. Plasma rico em plaquetas (PRP)

As pequenas adaptacGes no protocolo para obtencdo do PRP realizadas em
experimentos-piloto antes do inicio do estudo permitiram a obtencdo de concentracdes
plaquetérias médias superiores as de CARMONA (2006).

O processamento para obtencdo do PRP foi facil, porém trabalhoso. A concentracédo
de plaquetas no sangue total antes da obtencdo do PRP estava dentro dos niveis
fisiologicos preconizados para equinos por SCHALM et al. (1975), que é de 100.000 a
350.000 plaquetas.uL™. Com base nesses achados, nenhum dos animais apresentou
trombocitopenia, 0 que na opinido de BARBOSA et al. (2006) seria um fator limitante
para obtencdo de concentraces adequadas de plaquetas no PRP. Por outro lado, ainda que
a concentracdo de plaquetas seja importante para o PRP, o fundamental é a quantidade de
fatores de crescimento liberados a partir da ativacdo das mesmas. Essa assertiva esta de
acordo com os resultados obtidos por ARGUELES et al. (2008), que embora tenham
obtido no PRP concentraces médias inferiores (250.000 plaqueta.uL™) s de CARTER et
al. (2003) (490.000 plaquetas.uL™), as quantidades de TGF-R foram maiores.

A concentracdo média de plaquetas (407.500 + 58.800) no PRP foi superior a de
alguns estudos recentemente realizados em equinos (CARMONA et al., 2007,
SCHNABEL et al.,, 2007; ARGUELES et al.,, 2008) e ao valor minimo de 300.000
plaquetas.uL™, preconizado por ANITUA et al. (2004) para o preparo do PRP. Entretanto,
esses valores médios foram inferiores aos encontrados por CARTER et al. (2003) e
SUTTER et al. (2004), que obtiveram, respectivamente, concentracdes médias de 490.000
e 855.000 plaquetas.uL™*, como mencionado anteriormente. Diferencas na concentragdo
de plaquetas no PRP entre diferentes espécies vém sendo relatadas (FERRAZ et al., 2006;
MISHRA & PAVELKO, 2006; ANDRADE et al., 2008; ARGUELES et al., 2008;
KAJIKAWA et al., 2008), o que dificulta a definicdo de um valor minimo necessario para
0 seu preparo. Essas diferencas podem ser atribuidas a quantidade de plaquetas presente
no sangue total, material de coleta (tubos ou bolsas de sangue), nimero de centrifugacoes
realizadas e velocidade de centrifugagcdo, bem como em outras varidveis envolvidas na
obtenc¢éo do PRP.
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No presente estudo, a consisténcia do PRP obtida apds ativacdo proporcionou facil

aplicacdo intratendinea, podendo ser utilizada no tratamento de outros tecidos moles.

5.2. Avaliagdes clinica e laboratorial

A administragdo intratendinea de colagenase demonstrou ser um modelo eficaz para
0 estudo de tendinite do TFDS, por mimetizar caracteristicas semelhantes as lesdes
observadas naturalmente. Os sinais clinicos (edema, dor a palpacdo, aumento de
temperatura e claudicacao) observados apds a inducdo da tendinite foram atribuidos a acéo
da colagenase, que, segundo WILLIAMS et al. (1984), provoca répida dissolucdo das
fibras colagenas, necrose celular, hemorragia e inflamacao. Essas informacGes referentes a
acao da colagenase justificam a ocorréncia dos sinais clinicos observados ndo apenas no
presente estudo, mas também em outros que utilizaram doses de 1,25 mg (MACHADO et
al., 2000; ALVES et al., 2001; FERNANDES et al., 2003; BARREIRA 2005) e 2,5 mg
(MARXEN et al., 2004) da colagenase para indugédo da tendinite no TFDS de eqinos.

Os valores médios da TC, FC e FR mostraram-se dentro da faixa de referéncia para a
espécie eqlina, que sdo, respectivamente, de 37,0 a 39,0 °C, 28 a 40 bpm (SPEIRS, 1999)
e de 10 a 16 respiracbes/minuto (MASSONE, 2003). Entretanto, em alguns animais 0s
valores minimos e maximos dessas variaveis apresentaram-se discretamente acima ou
abaixo dos fisioldgicos. O aumento das FC e FR pode ser atribuido a excitacdo durante
exame fisico, acarretando aumento na liberacdo de adrenalina (COLES, 1984). Ja os
valores inferiores aos de referéncia, constatados para a FR e a TC podem ser decorrentes
do horério de realizacdo das avaliagdes, que ocorreram entre seis e sete horas da manha,
em que a temperatura ambiente estava naturalmente mais baixa. PALUDO et al. (2002),
avaliando equinos de diferentes racas (N = 40) em diferentes horarios do dia (6, 7:30, 14 e
14:30 horas), encontraram valores médios de FR menores (15,32 + 3,96) as seis horas da
manhd. Os autores demonstraram influéncia da raca, temperatura ambiente e atividade
fisica em variaveis clinicas (FC, FR e TC) e hematoldgicas (contagem total de hemécias,
leucocitos totais, hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e proteina plasmatica total)
estudadas.

A persisténcia dos sinais clinicos (edema, dor a palpacdo, aumento de temperatura e
claudicacdo) a partir do tratamento foi atribuida a lesdo pré-existente e aos volumes de
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PRP (GT) e solucdo salina (GC) infundidos, que podem ocasionar destruicdo mecanica de
fibras coldgenas imaturas, com conseqliente desenvolvimento de um novo foco de
inflamacédo, conforme mencionado por MARXEN et al. (2004) em equinos tratados com
glicosaminoglicano polissulfatados. AlteracGes clinicas locais, bem como claudicacéo,
também foram relatadas por ALVES (1998) e BARREIRA (2005) apds administracdo
intratendinea de fumarato de R-aminopropionitrila e células-tronco mesenquimais,
respectivamente.

A presenca dos sinais clinicos ndo inviabilizou o inicio da atividade fisica
progressiva no 15° dia. Segundo REEF (1998), a menos que a lesdo seja intensa ou que a
tendinite se manifeste na area do TFDS localizada no interior do canal carpico ou nas suas
inser¢bes nas falanges proximal e média, alguns eqlinos podem nao claudicar. Essa
informacdo pode explicar a auséncia de claudicacdo no animal Ill, bem como a
intensidade [grau 1 a 2 (KESTER, 1991)] desse sinal clinico nos demais animais.

As variaveis clinicas, edema e dor a palpacdo, foram as Unicas que, além de
reduzirem (P<0,05) ao longo do tempo ap6s o tratamento, se mostraram menos intensas
(P<0,05) no GT. Em estudo recente realizado em cinco equinos, sendo dois acometidos
com tendinite aguda do TFDS e trés com desmite proximal do ligamento suspensorio,
ARGUELLES et al. (2008) observaram, ao término do tratamento, que o PRP reduz o
grau de claudicacdo. Todos 0s animais avaliados retornaram seis meses apds o tratamento,
a nivel de desempenho anterior a lesdo, ndo sendo observada recidiva apds 20 meses. Em
humanos com tendinite cronica, tratados com PRP, MISHRA & PAVELKO (2006)
observaram reducado (P<0,001) da dor em 93% dos casos.

Os valores medios das variaveis hematologicas (hematocrito, proteina plasmatica
total, fibrinogénio, plaquetas e leucocitos totais) avaliadas durante a fase experimental
apresentaram-se dentro da faixa de normalidade (SCHALM et al., 1975). Os valores
maximos dos leucdécitos totais estiveram dentro ou ligeiramente acima dos padrbes de
referéncia. Entretanto, experimento envolvendo eqlinos higidos da raca Mangalarga
Marchador demonstrou que os valores méximos podem chegar a 17.200 células pL™
(SOUZA et al., 2004).

A concentracdo do fibrinogénio plasmatico esta diretamente relacionada a gravidade

de uma afeccdo. Nesse sentido, ocorrem elevagOes nos casos de inflamacdo intensa,
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podendo se manter dentro dos valores de referéncia nas enfermidades menos graves
(COLES, 1984). No presente estudo, apesar dos valores médios serem normais para
eqiiinos [(0,1 a 0,4 g dL™ (SCHALM et al., 1975; KANEKO et al., 1997)], inclusive
criados em Vicosa (MG) e microrregido (SOUZA et al., 2004), os valores maximos em
quatro animais excederam os padr@es fisiologicos, particularmente nas duas primeiras
semanas apos o tratamento. Isso se deveu, possivelmente, ao foco inflamatorio
desenvolvido depois do tratamento, conforme mencionado na literatura (MARXEN et al.,
2004). A elevacdo dessa varidvel coincidiu com a reducdo nos valores dos neutrofilos
segmentados, considerados as primeiras células a deixarem 0s vasos sanglineos e

migrarem para o sitio da inflamacdo (PEREIRA, 2006).

5.3. Avaliacdo ultra-sonografica

O quadro clinico apresentado pelos animais apds a indugdo da tendinite e o
tratamento com PRP ndo impossibilitou a avaliagdo ultra-sonogréfica, ja que durante o
exame todos os animais permaneceram com os membros apoiados no solo, reduzindo a
possibilidade de alteracdo no tamanho, na forma e na ecogenicidade dos tenddes, bem
como na producdo de artefatos, conforme mencionado por outros autores (GENOVESE &
RANTANEN, 1998; REEF, 1998).

O uso do distanciador para a avaliacdo ultra-sonografica da regido metacarpiana,
permitiu boa delimitacdo e individualizacdo do TFDS nos sonogramas obtidos. Segundo
BILLER & MYER (1988), este acessorio é importante no estudo de estruturas
superficiais, até mesmo quando se utilizam transdutores de alta freqliéncia, ja que reduz
ou impede a ocorréncia de artefatos do tipo reverberacdo na imagem ultra-sonografica.

As alteracdes ultra-sonogréaficas (edema peritendineo e perda da ecogenicidade e do
paralelismo linear das fibras colagenas) observadas até o 12° dia de inducéo da tendinite,
foram atribuidas a acdo catabdlica da colagenase sobre o tecido tendineo. Esses achados
corroboram com os de outros autores (FOLAND et al., 1992; ALVES et al., 2001, 2002;
FERNANDES et al., 2003, MARXEN et al., 2004), que também observaram
modifica¢fes nos sonogramas do TFDS ap6s administracdo da enzima.

O edema peritendineo intenso observado nos sonogramas 48 horas apos inducao da

tendinite foi compativel com o aumento de volume observado na regido metacarpica
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durante as avaliagBes fisicas. Segundo REEF (1998), esse achado pode desaparecer
quando o processo inflamatdrio cessa, mas a evidéncia de tecido peritendineo ecogénico é
indicativo de inflamacdo persistente do tecido subcutdneo, com possibilidade de
progressdo para fibrose e desenvolvimento de aderéncias entre o tenddo e as estruturas
adjacentes, conforme constatado em 66,6% dos membros do GC (N = 4) e em 33,3% dos
membros do GT (N = 2) durante a bidpsia.

A perda da ecogenicidade (padrdo hipoecoico a anecoico) em lesGes agudas do
TFDS corresponde a presenca de hemorragia, fibrinolise ou tecido de granulacdo inicial
(MARR et al., 1993). Entretanto, a correlagdo de achados ultra-sonogréficos associados a
variacdo de tonalidade da cor cinza (ecogenicidade) com alteracdes histopatoldgicas foi
questionada por CRASS et al. (1992), que encontraram imagens ultra-sonograficas que
permaneceram alteradas ainda que a histopatologia demonstrasse realinhamento fibrilar
adequado e completa cicatrizagdo da lesdo. Este achado foi posteriormente confirmado por
van SCHIE et al. (1998) ao realizarem estudo quantificando os efeitos de variaveis
associadas ao aparelho ultra-sonografico, como configuracdo do ganho, posicdo e
deslocamento do transdutor. Essas informacdes revelam alguns dos possiveis equivocos
que o exame ultra-sonogréfico pode ocasionar.

A area transversal da lesdo (ATL) determinada mediante a alteracdo da
ecogenicidade, somente foi possivel de ser mensurada a partir do sétimo dia da inducdo da
tendinite, conforme observado por ALVES et al. (2002) e MARXEN et al. (2004) em
estudos com tendinite provocada pela colagenase em equinos. Entretanto, FERNANDES
et al. (2003) e FOLAND et al. (1992) determinaram a lesdo com 48 e 72 horas,
respectivamente, de induzida a tendinite. GAUGHAN et al. (1995), constataram discreta
perda da ecogenicidade em imagens obtidas no plano transversal e longitudinal do TFDS,
apos 48 horas da inducdo da tendinite. Esses estudos revelam que o tempo necessario para
a delimitacdo das alteracdes no TFDS com tendinite provocada pela colagenase é variavel.
No presente estudo, embora a lesdo tenha sido constatada no setimo dia, a mensuragéo foi
mais facil no 12° dia e nas avaliacdes subseqientes.

A reducdo da ATL em membros tratados com PRP, conforme observado neste
estudo entre 0 14° e o 42° dias, também foi recentemente relatada por ARGUELES et al.
(2008) em dois equinos com tendinite aguda do TFDS, submetidos a trés tratamentos com
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PRP a intervalos de duas semanas. Entretanto, 0 mesmo comportamento foi observado no
GC, embora com maior (P<0,05) &rea transversal da lesdo em comparacdo com o GT.

A ocorréncia de menor (P<0,05) area da lesdo no grupo tratado, conforme
constatado no presente estudo, também foi observado por REDDING et al. (1999),
estudando oito eqinos da raca Puro Sangue Inglés com tendinite, que foram tratados (N =
4) com glicosaminoglicanos polissulfatados e avaliados durante oito semanas. A menor
ATL observada no grupo tratado foi interpretada pelos autores como um significativo
efeito do tratamento. Segundo REEF (1998), a diminuicdo dessa variavel ultra-sonogréafica
é indicativa de cicatrizagdo e remodelacéo.

Em um estudo com equinos (N = 6) tratados com hialuronato de sodio ap6s 48 horas
da inducéo da tendinite e a intervalos semanais até o 42° dia de iniciado o experimento,
GAUGHAN et al. (1995) ndo observaram diferencas (P>0,05) nos sonogramas das
variaveis avaliadas (ATT, ATL e arquitetura da lesdo) entre os grupos tratados e controle
(solucdo salina). Adicionalmente, em outros estudos com o mesmo farmaco utilizando-se
uma (SPURLOCK et al., 1989b) ou duas aplicacbes (FOLAND et al., 1992)
intratendineas, também ndo foram observadas diferencas (P>0,05) nas varidveis ultra-
sonograficas durante as seis semanas de avaliacéo.

A é&rea transversal do tenddo (ATT) pode revelar aumento ou diminui¢cdo no
tamanho, dependendo do nivel de treinamento e da raca do eqlino (HILLS, 1996), sendo
0 aumento de aproximadamente 20% sobre os valores de referéncia da raca, suficiente
para suspeitar da presenca de lesdo (SMITH & WEBBON, 1994). No presente estudo, a
ATT aumentou no MTD (GT) e reduziu no MTE (GC) apds aplicacdo da colagenase, mas
depois do tratamento ndo foram observadas diferencas (P>0,05) em relagdo ao tamanho
dessa variavel entre 0 GC e o GT, bem como alteragbes (P>0,05) em fungdo do tempo.
FERNANDES (2001), estudando 18 eqiinos acometidos com tendinite induzida por
colagenase, atribuiu 0 aumento da ATT observado em 88,88% dos animais a pressdo
intratendinea exercida pelo edema, que promove a separacdo dos feixes de fibras
colagenas. Entretanto, nos animais que ndo apresentam aumento da ATT, o autor
observou marcado edema peritendineo, que foi atribuido ao extravasamento da colagenase

a partir do TFDS, resultando em menor edema intratendineo.
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A ndo observacgdo do paralelismo perfeito das fibras coladgenas em ambos os grupos
ao término do experimento foi atribuida ao periodo de avaliagdo ultra-sonografica adotado
no presente estudo para acompanhar a remodelacdo tendinea, que, segundo DAHLGREN
(2007) se inicia seis semanas ap0s a lesdo e estende-se por seis a 12 meses ou mais,
caracterizando-se pelo melhor alinhamento das fibras colagenas ao longo da linha de
tensdo e pela formacdo de ligacBes cruzadas entre as moléculas de colageno,
proporcionando importante resisténcia a tracdo. Nesse sentido, é possivel que melhores
resultados com relacdo ao paralelismo das fibras pudessem ser obtidos se 0s animais
fossem avaliados por um periodo mais longo do que os 48 dias adotados neste estudo.

REEF et al. (1997), estudando 99 equinos com tendinite espontanea do TFDS com
um a quatro meses de evolucdo, tratados com cinco aplicacbes de fumarato R-
aminopropionitrila (doses de 3, 5, 7 ou 8 mg) por via intralesional, constataram melhora
(P<0,05) no alinhamento das fibras coladgenas ap6s 16 semanas de efetuado o tratamento
utilizando as maiores doses do farmaco. Esses resultados reafirmam a necessidade de
maior periodo de avaliacdo para a obtencdo de melhores informacg6es ultra-sonograficas
sobre o paralelismo das fibras. Entretanto, o periodo de estudo adotado no presente
experimento foi semelhante ao utilizado por outros autores (GAUGHAN et al., 1995;
SPURLOCK et al., 1989b; MACHADO et al., 2000; FERNANDES et al., 2003
BARREIRA, 2005). Adicionalmente, foi objetivo desta pesquisa realizar avaliacdo
histopatoldgica na fase de reparacdo da tendinite. Portanto, os animais tiveram que ser

submetidos a bidpsia.

5.4. Avaliacbes macroscopica e histopatoldgica

A auséncia de sinais macroscopicos de infeccdo no local e regibes adjacentes a
inducdo da tendinite demonstra a eficicia da anti-sepsia realizada durante as etapas
prévias a biopsia tendinea.

As aderéncias peritendineas observadas durante a bidpsia (48 dias ap6s o inicio do
experimento) também foram relatadas em poneis aos 60 dias apds a inducdo da tendinite
do TFDS (WILLIAMS et al., 1984). Em equinos também ha relatos aos 84 (FOLAND et
al., 1992) e aos 150 (ALVES, 1998; MARXEN et al., 2004) dias ap0s a inducdo da lesao.
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Segundo WILLIAMS et al. (1984), a ocorréncia de aderéncias peritendineas pode
ser resultante da expansdo do tecido cicatricial para os tecidos peritendineos. Portanto,
baseado nas informac6es desses autores, a menor evidéncia de aderéncias no GT em
relacdo ao GC pode ser atribuida a uma reparacao tecidual mais uniforme e organizada
nos animais tratados com PRP.

No exame histopatoldgico, as coloragfes utilizadas para a avaliacdo do processo de
cicatrizacdo do tenddo permitiram a analise satisfatoria das variaveis. Os cortes
histoldgicos corados por HE foram importantes na caracterizacdo celular e avaliacdo da
organizacdo da matriz tendinea. As laminas coradas com Picrosirius Red complementaram
a analise qualitativa, particularmente em relacdo a avaliacdo das fibras colagenas.

Segundo MONTES & JUNQUEIRA (1991), o método de coloracdo Picrosirius Red
promove o aumento da birrefringéncia, sendo assim especifico para estruturas colagenosas
compostas de moléculas agregadas e orientadas, além de possibilitar a identificacdo
seletiva de diferentes tipos de colageno pelo padréo de coloragdo. A identificacdo de fibras
colagenas do tipo | em coloracdo amarela ou vermelha e as do tipo 111 em coloracédo verde
em ambos os grupos sob luz polarizada estd de acordo com o padrdo de coloracdo
mencionado pelos autores anteriores. O uso da microscopia de polarizagdo tem sido
relatado em trabalhos cientificos com tenddes de eqiinos (STROMBERG, 1977;
GAUGHAN et al., 1995; ALVES, 1998; BIRCH et al., 1998; FERNANDES, 2001),
embora o emprego da imunofluorescéncia também tenha sido descrito (WILLIAMS et al.,
1980; WATKINS et al. 1985). Em estudo realizado com 20 eqiiinos da raga Arabe,
acometidos por lesbes criadas cirurgicamente, WATKINS et al. (1985) observaram, aos
30 dias apds tenectomia, presenca de fibras colagenas dos tipos | e Il dispostas
aleatoriamente, além de colagenos dos tipos IV e V, com maxima intensidade de reacao
mediante observacao pela técnica de imunofluorescéncia. Embora os colagenos dos tipos
IV e V ndo tenham sido evidenciados no presente estudo, MONTES & JUNQUEIRA
(1991) mencionam que o colageno tipo IV pode apresentar caracteristica amorfa e
fracamente birrefringente na lamina basal quando se utiliza a coloracdo de Picrosirius
Red.

Em estudo recente in vitro, com fragmentos do TFDS de equinos, SCHNABEL et al.
(2007) demonstraram que amostras cultivadas com 100% de PRP por um periodo de trés
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dias apresentaram, mediante realizacdo da técnica de Reagdo Polimerdsica em Cadeia
(PCR) em tempo real, aumento da expressdo de coldgenos dos tipos | e 11l sem elevacéao
concomitantemente da expressao de moléculas catabolicas, como as metaloproteinases dos
tipos 111 e XIII.

A coloragdo pelo Tricromico de Masson proporcionou boa individualizacdo das
fibras, permitindo fécil observacdo da neovascularizagdo em ambos os grupos, conforme
observado por PRADO et al. (2000) estudando a densidade vascular de tenddes (N = 80)
de cadaveres humanos. Embora as colorac@es tricromicas promovam marcada coloracéo
das fibras colégenas, outras estruturas que contenham coldgeno, como as fibras
reticulares e membranas basais, ndo sdo seletivamente coradas, sendo a intensidade da
cor produzida insuficientemente para dar resolucdo a essas estruturas (HORTON, 1984).

A neovascularizacdo observada em ambos 0s grupos, principalmente nos septos
conjuntivos adjacentes, e as regides de atividade fibroblastica sdo importante na reparacdo
tendinea, tendo em vista a necessidade de infiltracdo de células provenientes da circulagcdo
para a cicatrizacdo da lesdo (FENWICK et al., 2002). Essa infiltracdo reduz com o passar
do tempo. Em pesquisa recente, KAJIKAWA et al. (2008) demonstraram em ratos com
lesdo do tenddo patelar, tratados com PRP, aumento (P<0,05) de células derivadas da
circulacdo apos trés a sete dias da lesdo, quando comparado com o grupo controle. Esses
resultados sugerem rapida acdo do PRP nos primeiros dias apés aplicacdo, demonstrando
assim a necessidade de avaliacdo desta terapia em diferentes fases do processo de
cicatrizagdo.

A proliferacéo fibroblastica observada em ambos os grupos também foi relatada em
pesquisas com tendinite induzida e tratadas com hialuronato de sédio (FOLAND et al.,
1992), ultra-som terapéutico (FERNANDES et al., 2003), laserterapia (MACHADO et al.,
2000) e splitting (ALVES et al., 2002). Entretanto, diferencas (P<0,05) com relacdo ao
namero de fibroblastos, apds comparacgdo do grupo tratado com o controle somente foram
observadas no estudo com splitting durante a bidpsia realizada ao 60° dia, no qual foi
constatado um menor numero de fibroblastos no TFDS dos eqlinos tratados. Neste
mesmo estudo, ndo foram observadas diferencas entre grupos (P>0,05) nos animais
biopsiados no 30° dia do experimento. De acordo com REDDING et al. (1999), a lesdo no

tend&@o cursa inicialmente com edema, hemorragia e acumulo de exsudato, que, em pouco
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tempo, € invadida por tecido de granulacéo e fibroblastos secretores de coldgeno e matriz.
Em detrimento dessa proliferacdo inicial, o tend&o lesionado apresenta elevada proporcéo
de células na matriz durante as etapas iniciais da cicatrizacdo, mas com decréscimo do
numero de células nas fases de remodelacdo e maturacdo. Nesse sentido, a reducdo do
namero de fibroblastos durante o processo de cicatrizagdo do tenddo sugere maturidade do
tecido cicatricial. No presente estudo, embora a avaliagdo qualitativa tenha revelado
menor (P<0,05) nimero de fibroblastos (atividade fibroblastica) no GT em relacdo ao GC,
esse achado ndo foi confirmado durante a avaliacdo morfométrica (quantitativa), ja que
nédo houve diferenca (P>0,05) entre 0s grupos.

A observacdo de focos hemorragicos no exame histopatoldgico do TFDS também foi
relatada por outros autores (GAUGHAN et al., 1995; FERNANDES, 2001; BARREIRA,
2005) em periodo similar ao deste estudo. MARR et al. (1993), estudando 20 eqinos,
sendo 14 com tendinite bilateral do TFDS e seis higidos da raga Puro Sangue Inglés,
evidenciaram a presenca de hemorragias recentes em tenddes com dois, trés e sete meses
apos a lesdo, sendo esse achado atribuido a imaturidade e menor forca ténsil do tecido
cicatricial.

Segundo HATANAKA & CURI (2007), o tecido de granulacéo inicial é edematoso
e caracterizado por muitos espacos vazios, devido a imaturidade dos vasos, 0s quais sao
extremamente exsudativos. Com base nas informacdes dos autores, a ocorréncia de focos
hemorragicos em cinco tenddes do GC (83,3%), pode ser sugestiva de imaturidade e
fragilidade dos mesmaos, tendo em vista que o tenddo contralateral (GT) foi submetido as
mesmas condicBes e estimulos. Adicionalmente, hemorragia foi constatada em apenas
dois tenddes (33,3%) do GT.

A melhor organizacdo tecidual (P<0,05) observada no GT também foi relatada
precocemente em ratos (N = 296) tratados com uma Unica aplicacdo de PRP seis horas
apo6s remocdo de fragmento (3 mm) do tenddo calcanear comum (ASPENBERG &
VIRCHENKO, 2004). Nesse estudo os autores observaram que, no 21° dia apos a
aplicacdo do PRP, o tecido cicatricial estava mais maduro (P = 0,02), com melhor
organizacao e alinhamento das fibras colagenas, quando comparado com o grupo controle.
Adicionalmente, testes mecénicos revelaram boa resisténcia do tecido neoformado,

confirmando a maturidade tecidual revelada na histopatologia. Esses achados s&o
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importantes e corroboram com 0s do presente estudo, pois demonstram a possibilidade de
melhor organizacgdo tecidual proporcionada pela administracdo intratendinea de PRP.

Septos conjuntivos hipertrofiados observados em ambos os grupos deste estudo sdo
compativeis com a fase de reparacdo, que, na opinido de DAHLGREN (2007), séo
decorrentes do acumulo de elementos celulares e vasculares, onde a vascularizacdo pode
funcionar como fonte de células progenitoras que migram para o local da lesdo em
resposta a liberacdo de fatores quimiotaticos. A presenca de infiltrado inflamatério
perivascular de intensidade discreta a moderada pode ser atribuida a permanéncia de
células remanescentes que migraram para o tenddo apés a inflamagdo desenvolvida pela
colagenase, bem como ap6s o novo foco de inflamagdo gerado com administracdo
intratendinea do PRP e da solucéo salina.

A presenca de infiltrado perivascular no 48° dia apés inducédo da leséo corrobora os
achados de SPURLOCK et al. (1989a) e GAUGHAM et al. (1995) no 42° e 44° dias ap0s
a administracdo da colagenase, respectivamente.

Alterac6es na morfologia dos fibroblastos de aspecto fusiforme para uma forma mais
arredondada estdo relacionadas com a regulacdo do metabolismo dessas células para
producdo da matriz extracelular (DAHLGREN, 2007). WILLIAMS et al. (1984),
estudando a patogenia da tendinite em pdneis (N = 16) em periodo compreendido entre 24
horas e 14 meses ap0Os a inducdo da lesdo, observaram a presenca de fibroblastos com
morfologia arredondada apds uma semana e inicio do alongamento do seu nucleo apos a
12° semana. A partir das informacdes desses autores, pode-se supor uma possivel
aceleracdo do processo cicatricial no grupo tratado com PRP do presente estudo em
comparagéo com o GC, tendo vista que no 48° dia foi observada maior quantidade de
fibroblastos alongados. Esse alongamento no ndcleo de tipos celulares do tenddo é
indicativo de maturidade (WEBBON, 1978).

A metaplasia condrocitica observada no grupo controle (GC) do animal Il também
foi verificada em estudos com TFDS sadios (WEBBON, 1978) e lesionados (MARXEN et
al.,, 2003). WEBBON (1978) observou essas alteragdes em animais velhos, o que
explicaria, em parte, a ocorréncia desse achado no animal Il (12 anos). Entretanto, a
morfologia dos condrocitos observados caracteriza um processo recente, nao

possibilitando assim descartar alguma participacdo dessas células na patogénese da
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tendinite. Entretanto, mais estudos sdo necessarios, até mesmo porque ALBERTS et al.
(2006) mencionam a possibilidade de interconversdo entre células do tecido conjuntivo.
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6. CONCLUSOES

1. A administracdo de 2,5 mL de PRP, em dose Unica, a uma concentracdo de 320.000 a
500.000 plaquetas.uL™, proporciona menor intensidade de variaveis clinicas (edema e dor
a palpacdo) e, portanto, maior conforto e bem estar para o animal durante o periodo de

recuperacdo da tendinite.

2. A excecdo do fibrinogénio, variaveis hematologicas (hematdcrito, proteina plasmatica
total, leucdcitos totais e plaquetas) se mantém dentro dos padrdes de referéncia em
equinos tratados com PRP.

3. O PRP promove maior reducdo da area da lesdo, mensurada por ultra-sonografia.

4. Biopsia tendinea realizada 36 dias apos aplicacdo do PRP revela reparacdo tecidual

uniforme e organizada.

5. Variaveis clinicas (edema, dor a palpacdo, temperatura local e grau de claudicacéo)

medidas no grupo controle também sofrem melhora ao longo do tempo.
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