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RESUMO

Fatores de crescimento sdo proteinas sinalizadoras que regulam o metabolismo
celular favorecendo a recuperacéo tecidual. O plasma rico em plaguetas (PRP) € um
método simples, eficiente e minimante invasivo de se obter altas quantidades de
fatores de crescimento autdlogo e o seu produto final pode ou ndo ser ativado por
agentes quimicos in vitro. O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia do PRP
ativado e do PRP inativado, no tratamento de lesdo no TFDS equino induzida por
coldgenase, visando a padronizacdo de um protocolo para veterinarios que
trabalham com equinos. Para isso foram utilizados cinco equinos higidos nos quais
foi provocada tendinite no TFDS nos membros toracicos e em um membro pélvico,
mediante administracéo de 2,5 mg de colagenase (2,5 mg.mL™). Quatorze dias ap6s
a inducdo da tendinite, os animais foram submetidos a tratamento: Um membro
recebeu 2,5 mL injecéo de solucéo salina 0,9%, sendo considerado o grupo controle
(GC); o segundo membro recebeu injecdo de 2,5mL PRP sem ativacdo (GTI); e o
terceiro membro recebeu injecdo de 2,5mL de PRP com ativacdo por cloreto de
calcio (GTA). Ocorreu revezamento randdmico dos membros de cada animal
(membro toracico esquerdo, toracico direito ou pélvico esquerdo) e o tratamento
estipulado (GC, GTI ou GTA). No dia seguinte ao tratamento os animais foram
submetidos a atividade fisica controlada e progressiva durante 35 dias. Foram
realizados exames fisicos e ultrassonograficos no dia 0 (DO0), dia 2 (2), dia 7 (D7) e
semanalmente até o final do experimento (D48). Nos exames ultrassonogréaficos
foram avaliados a area transversal do tendéo (ATT), area transversal da lesdo (ATL),
ecogenicidade das lesbes e paralelismo das fibras colagenas. O exame fisico
realizado poés-tratamento revelou diminuicdo da sensibilidade do local e do pulso
digital patolégico que pode ser observado em um primeiro momento no GTA e em
um segundo momento no GTI. Também foi observado um aumento do calor local
nos grupos tratados em relagcdo ao controle. Na avaliagdo ultrassonografica das
lesBes tanto no GC, quanto nos grupos tratados observou-se diminuicdo em relacao
a ATT e a ATL., e nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05),
porém apds o D28 pode-se verificar que a ATL era menor nos grupos tratados. Em

relacdo a ecogenicidade e ao paralelismo de fibras os grupos tratados tiveram
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melhores resultados do que o controle, sendo que o GTA teve uma melhora mais
precoce em relacédo ao GTI. As principais conclusdes do estudo foram que o uso de
PRP ativado e inativado promove melhora da sensibilidade local, conferindo maior
conforto para o animal durante o periodo de recuperacdo da tendinite, melhora da
ecogenicidade e reorganizacdo das fibras de colageno, da lesdo, mensurada por
ultrassonografia e o protocolo de preparo do PRP inativado requer menos tempo,

tornando esta técnica mais viavel de ser realizada a campo.

Palavras-chave: equino, tendinite, plasma rico em plaquetas, fatores de

crescimento, ativacao.
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ABSTRACT

Growth factors are signaling proteins that regulate cellular metabolism favoring tissue
recovery. The platelet-rich plasma (PRP) is a simple, efficient and minimally invasive
method of obtaining large quantities of autologous growth factors and their final
product may or may not be activated in vitro by chemicals. The aim of this study was
to evaluate the efficacy of PRP activated and inactivated PRP in the treatment of
equine SDFT injury induced by collagenase, aiming to standardize a protocol for
veterinarians who work with horses. For this we used five healthy horses and was
caused in SDFT tendinitis foreleg and a hind limb upon administration of 2.5 mg of
collagenase (2.5 mg.mL-1). Fourteen days after induction of tendinitis, the animals
were treated: A member received 2.5 mL injection of saline 0.9%, being considered
the control group (CG), the second member received an injection of 2.5 mL PRP
without activation (GTI) and the third member received an injection of 2.5 mL of PRP
activation with calcium chloride (GTA). Occurred relay random member of each
animal (left forelimb, right thoracic and left pelvic) and the treatment prescribed (GC,
GTI or GTA). The day after the treatment the animals were subjected to controlled
and progressive physical activity for 35 days. Were conducted physical examinations
and ultrasound on day 0 (DO0), day 2 (2), day 7 (D7) and weekly until the end of the
experiment (D48). Sonographic examinations were evaluated in a cross-sectional
area of the tendon (ATT), cross-sectional area of the lesion (ATL), echogenicity of
the lesions and parallelism of collagen fibers. A physical examination performed after
treatment showed decreased sensitivity of the site and wrist digital pathology that can
be seen at first in the GTA and in a second stage in the GTI. There was also an
increase in the local heat in the treated groups compared to control. In
ultrasonography evaluation of lesions both in GC, as in the treated groups was
observed decrease compared to ATT and ATL., and there was no statistical
difference between groups (p <0.05), but after the D28 can verify that ATL was lower
in the treated groups. Regarding the echogenicity and parallelism of fibers treated
groups fared better than the control, and the GTA had an improvement over the
earlier GTI. The main conclusions of the study were that the use of PRP activated

and inactivated promotes improvement of local sensitivity, providing greater comfort
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for the animal during the period of recovery from tendonitis, improves echogenicity
and reorganization of collagen fibers, the lesion measured by ultrasound protocol and

preparation of inactivated PRP requires less time, making this technique more likely
to be carried into the field.

Key words: equine, tendonitis, platelet rich plasma, growth factors, activation.
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1 INTRODUCAO

No contexto atual da equideocultura tem-se dado maior énfase aos eventos
esportivos nas diversas modalidades, valorizando o potencial atlético do cavalo. A
rotina intensa de treinamentos e competicbes predispbe 0 equino a lesdes
musculoesqueléticas, dentre as quais se destacam as tendinites. O Tendao do
Musculo Flexor Digital Superficial (TFDS) frequentemente € submetido a uma carga
de esfor¢co préxima ao seu limite de resisténcia ténsil, 0 que aumenta o risco de

lesbes, podendo culminar com o seu rompimento (SMITH, 2011).

Devido ao longo tempo necessério para a recuperacdo completa do tecido
tendineo lesionado e a alta incidéncia de reparagdo desorganizada (BARREIRA,
2005), esse tipo de lesdo pode comprometer seriamente o desempenho atlético do
equino. O resultado s&o prejuizos econdmicos decorrentes de gastos com
atendimento por profissionais especializados e tratamento, longo periodo de
convalescencga, ocorréncia de recidivas e, em alguns casos, a impossibilidade do
retorno a atividade fisica desempenhada pelo animal (PALMER et al., 1994,
PELOSO et al., 1994). Sendo assim, o tratamento dessa afec¢do ainda representa
um desafio, pois os tratamentos tradicionais levam de meses a anos para
cicatrizacdo tecidual sem uma recuperacdo total das propriedades biomecéanicas

originais do tendao, predispondo a fragilidade e a altos indices de recidivas.

Alguns estudos tém demonstrado a eficdcia da utilizacdo de fatores de
crescimento (FC) como tratamento complementar de injarias de tecido mole para
reducdo no tempo de cicatrizacdo e melhora da qualidade do tecido cicatricial.
Fatores de crescimento sdo proteinas sinalizadoras que regulam o metabolismo
celular favorecendo a recuperacao tecidual por meio da estimulacdo da proliferacéo
celular, incrementando com isso a sintese de matriz extracelular e promovendo
neovascularizagdo. Além dos seus efeitos anabdlicos, os FC diminuem o
catabolismo e degradacdo da matriz (FORTIER, 2009). O plasma rico em plaquetas
(PRP) € um método simples, eficiente e minimante invasivo de se obter altas

guantidades de fatores de crescimento autdlogo (ANAND et al., 2003). Esta técnica
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tornou-se uma boa opcdo em estudo para acelerar e otimizar a reparagao tecidual
(MAIA et al., 2009).

O PRP é derivado do sangue total e é obtido através de uma série de
centrifugacdes (RAMIREZ, 2006). O seu produto final pode sofrer ativag&o in vitro ou
nao. O processo de ativacao consiste em adicionar um agente quimico que ao entrar
em contato com as plaquetas contidas no PRP vao estimulam a desgranulacéo
plaquetaria e a liberagdo de FC, desta forma, os FC ficam disponiveis para utilizacéo
assim gue entrarem em contato com o tecido. Quando o PRP néo é ativado in vitro,
faz-se necessario que as plaguetas entrem em contato com fatores fisiologicos para
gue ocorra a sua desgranulacdo (FOSTER et al., 2009; MISHRA et al., 2009).

Apesar de ser bastante promissora, considerada até mesmo terapia gold
standard para tendinites, o PRP ainda necessita de estudos pré-clinicos e clinicos
adicionais em equinos para determinacdo de seus reais beneficios e padronizacéo
de protocolos eficazes em relacédo ao preparo do PRP e a sua aplicacdo de acordo
com o tempo, repeticbes e sua ativacdo ou ndo. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a eficacia do PRP ativado e do PRP inativado, no tratamento de lesdo no
TFDS equino induzida por colagenase. Os parametros avaliados foram clinicos e
ultrassonograficos, com a principal finalidade de chegar a um protocolo pratico que

possa ser utilizado por veterinarios que trabalham com equinos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MORFOLOGIA E BIOMECANICA DOS TENDOES

Os tendbes s&o estruturas cilindricas alongadas compostas por tecido
conectivo denso modelado que conectam os musculos aos 0SsS0S e possuem um
arranjo especifico que refletem as demandas mecéanicas intensas desses tecidos
(STASHAK, 2006). A unidade basica da estrutura tendinosa sédo as fibras de
colageno, que se agrupam de forma crescente. Primordialmente o tenddo é
composto por fibrilas de colageno tipo | em percurso helicoidal, paralelamente
dispostas ao longo das linhas de tensdo do tenddo e embebidas numa matriz
extracelular (MEC) de proteoglicanos, glicoproteinas, fibras elasticas, ions e agua
(McILWRAITH, 2002; SHARMA e MAFFULLLI, 2005).

As moléculas de coldgeno estdo distribuidas hierarquicamente em
microfibrilas, subfibrilas e fibrilas, que sdo agrupadas em fasciculos, envoltos por
tecido conectivo frouxo, o endotenddo. O epitenddo envolve toda a unidade
tendinea. Finalmente, o tenddo, em algumas regides, € envolvido por bainha de
tecido conectivo denso, o paratendao (SMITH, 2011). Epitendao é responsavel pelo
suprimento sanguineo, nervoso e linfatico intrinseco do tenddo (SHARMA e
MAFFULLI, 2005). O arranjo organizado do tenddo, bem como as ligacbes entre as
moléculas de colageno, fibrilas e fibras, € o que lhe confere a capacidade de
suportar elevadas cargas e transmiti-las dos musculos aos ossos (SMITH, 2011).

Os tenddes sdo compostos predominantemente de MEC, que é composta de
agua (65%), colageno (30%) e glicoproteinais ndo coladogénicas (5%) (SMITH,
2011). A MEC dos tenddes é constituida por dois grandes componentes: a
substancia fundamental e os componentes fibrilares. Os componentes fibrilares em
questdo sdo o colageno e a elastina, sendo que, esta Ultima, apesar de essencial
para a funcionalidade destes tecidos, constitui apenas 1 a 2% da matéria seca da
MEC (WANG, 2006; DAHLGREN, 2007). O colageno é o principal constituinte da
MEC, sendo vital para a resisténcia de tenddo. Por essa razao, 80% da matéria seca
da MEC de tenddes e ligamentos consistem em colageno. Nos tenddes, cerca de

95% do colageno € do tipo | (SMITH, 2011), com uma pequena propor¢ao de tipo I,
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IV e V. E estimado que este colageno seja renovado a cada 6 meses. (WATKINS,
1985).

Os fibroblastos tendinosos sédo fusiformes e encontram-se organizados em
fileiras longitudinais entre as fibras de colageno. Os fibroblastos e os fibrécitos séo
as células responséaveis pela formacdo e manutencdo da MEC, mas por se
localizarem no tenddo sdo denominados de tenoblastos e tendcitos, respectivamente
(SMITH e GOODSHIP, 2004; SMITH, 2011). Estas células constituem entre 90 a
95% do total de elementos celulares dos tenddes. Os restantes 5 a 10% s&o
compostos por condrocitos na zona de conexdo Ossea e de insercdo, ceélulas
sinoviais da bainha tendinosa, e células vasculares (endotélio e musculatura lisa)
(SHARMA e MAFFULLI, 2005).

As células com intensa atividade de sintese sdo denominadas fibroblastos,
enquanto as metabolicamente quiescentes sdo conhecidas como fibrécitos. Os
fibroblastos sintetizam as fibras colagenas e as glicoproteinas e proteoglicanas da
matriz extracelular. Havendo estimulo adequado, como na cicatriza¢do, o fibrdcito
pode voltar a sintetizar fibras, reassumindo a estrutura de fibroblasto (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Os tenddes sao estruturas dindmicas que se adaptam aos estimulos
mecanicos, encontrando-se em constante renovacdo. Em situacdes fisiolégicas os
tendcitos mantém o equilibrio homeostatico entre a destruicdo e a sintese de MEC.
Este equilibrio € mantido através de dois grupos de proteinas matriciais: as
metaloproteinases e os inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs). As
metaloproteinases sao enzimas proteoliticas que degradam a MEC, sendo
necessarias para a manutencéo e reparacao tecidual, e cuja atividade € em parte
controlada pelos TIMPs (DAHLGREN, 2007).

Os tenddes em desenvolvimento sdo altamente vascularizados, possuindo
amplas redes capilares necessérias ao elevado metabolismo que caracteriza esta
fase dos tecidos (McILWRAITH, 2002). No entanto, os tendfes maduros sao muito
pouco vascularizados. Em termos comparativos, a circulacdo sanguinea do tendéo
equivale apenas a um terco da circulacdo que ocorre nos musculos (KAJIKAWA et
al., 2008). Os tenddes sao nutridos de dois modos: por perfusdo sanguinea, a partir

da sua rede vascular intrinseca e extrinseca; e por difusdo de nutrientes
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provenientes da sindvia que reveste as bainhas sinoviais (SMITH, 2011). O aporte
de sangue para o tecido tendineo pode ser proveniente do musculo ou do 0sso ao
qual o tenddo esta unido, do mesotenddo, da faixa de bainha sinovial ou do
paratenddo, caso ndo exista uma bainha (McILWRAITH, 2002)

A circulacdo sanguinea é imprescindivel para a regeneracdo do tecido
conjuntivo (KAJIKAWA ET AL., 2008). Por isso, apds a ocorréncia de uma lesdo o
tenddo sofre um processo profuso de neovascularizacdo (McILWRAITH, 2002;
DAHLGREN, 2007). No caso de ruptura do tenddo, formam-se aderéncias altamente
vascularizadas entre o paratenddao e o tecido conjuntivo tendinoso adjacente,
assegurando o fluxo sanguineo ao tecido lesionado (McILWRAITH, 2002; KANE e
FIRTH, 2009). O exercicio pode aumentar em até 200% o0 aporte sanguineo para 0s
tendées em animais que nao eram submetidos a treinamentos anteriormente
(SMITH, 2011).

Os tendbes possuem, geralmente, uma grande resisténcia a tensao e uma
elasticidade diminuida (McILWRAITH, 2002). Observadas ao microscépio éptico, em
secbes histologicas longitudinais, as fibras colagenas apresentam estriacdo
longitudinal de aspecto ondulado. Esta caracteristica permite estiramento de 3% das
fibras tendineas sem causar danos estruturais (SMITH, 2011). Depois de ultrapassar
o limite da sua capacidade elastica, o tenddo assume propriedades viscoelasticas,
sofrendo alteracBes estruturais irreversiveis da substancia fundamental da MEC
(McILWRAITH, 2002). Existe também uma diminuicdo do padrdo ondulado das fibras
de colageno com o aumento da idade do animal, principalmente nas fibras centrais.
Durante o alongamento do tenddo as fibras centrais sdo as primeiras a sofrer
extensdo por receber uma carga superior a recebida pelas fibras periféricas, sendo
as primeiras a sofrerem rupturas quando ocorre uma tensao exagerada do tecido
(SMITH e GOODSHIP, 2004; SMITH, 2011). O desaparecimento do padrao
ondulado de um modo diferenciado é um fator contributivo para a ocorréncia das
lesbes centrais (“core lesions”) nos tenddes equinos. Estas alteracbes podem
explicar a elevada incidéncia de lesGes centrais no TFDS (SMITH, 2011).

No membro toracico, o TFDS tem origem no epicondilo medial do umero e no
membro pélvico na fossa supracondilar do fémur. Distal a articulagdo proximal, o

TFDS divide-se em dois ramos que se inserem distalmente na face palmar/plantar
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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 articulacdo interfalangeana proximal (SANDE et al., 1998).
Ferraro et al. (2003) em um estudo com cortes histolégicos de 14 membros do TFDS
e TFDP indicou que ndo existem diferencas morfoldégicas entre os componentes
histologicos para o TFDS e TFDP dos membros toracicos e pélvicos de um equino

adulto.

2.2 ETIOPATOGENIA DA TENDINITE

A incidéncia de tendinites dos flexores superficiais em cavalos atletas
representa quase metade (43%) dos animais que sofrem de patologias tendineas e
ligamentosas, e esta taxa pode aumentar com a idade (GILLIS, 2004). O local mais
comum de lesdo é a regido central do metacarpo, onde se tem menor area de
seccdo longitudinal tendinea, havendo ainda uma maior ocorréncia no TFDS
(McILWRAITH, 2002; FERRARO et al., 2003).

Para a manutencdo do tecido tendinoso normal sdo necessérios o equilibrio
entre os processos anabdlicos e catabdlicos, e a presenca de células residentes
viaveis (DAHLGREN, 2007). Existem varios fatores e mecanismos que podem
perturbar essa homeostase tais como idade do animal, exercicio inadequado, fadiga,
ma conformacao, falta de preparo fisico e atividade muscular incoordenada que, por
sua vez, aumentam a demanda metabodlica da estrutura com consequente falha
produtiva de MEC e morte dos tendcitos (SMITH e GOODSHIP, 2004; RAMIREZ,
2006; SMITH, 2011). Como resultado, forma-se um tecido enfraquecido que néo
responde as necessidades locomotoras do equino, contribuindo para a elevada
incidéncia e recorréncia de lesdes tendinosas (RAMIREZ, 2006).

Existem também fatores intrinsecos envolvidos na fisiopatologia das lesdes
tendinosas, entre estes, podemos citar a hipertermia no centro da estrutura e a
perfusdo sanguinea insuficiente, que resultam em hipoxia tecidual e posterior
libertacao de radicais livres de oxigénio no tendao, durante o exercicio (DAHLGREN,
2007; KANE e FIRTH, 2009; SMITH, 2011). Todos estes fatores, aliados a uma

6



estreita margem de seguranca biomecanica dos tenddes e ligamentos, conduzem,
muito provavelmente, a elevada incidéncia de tendinites.

A lesdo e degeneracdo tendinea podem ocorrer em diversos graus de
intensidade, variando de subclinica leve a ruptura total do tend&o. Esforcos
excessivos podem resultar em pequenos deslocamentos e ruptura nas fibras, o que
resulta em hemorragia capilar dentro do tenddo, exsudacdo e formagdo de
hematoma intratendineo, com consequente aumento de volume e inflamacéo. Este
exsudato e a hemorragia separam e inevitavelmente enfraquecem as fibras
tendineas normais restantes, ampliando os danos ao tendéo juntamente com a agao
de proteases e colagenases liberadas continuamente pelos macréfagos do exsudato
inflamatorio (McILWRAITH, 2002).

A reparacao tendinosa € um processo dindmico onde ocorrem diferentes
eventos celulares e bioquimicos. A reparacdo ocorre em trés fases que vao se
sobrepondo: inflamatéria aguda, subaguda reparativa e crbnica de remodelacdo
(SMITH, 2011). Estas fases sobrepdem-se e a sua duracdo pode variar de acordo a
localizac&o da lesdo, do tamanho da lesdo e do numero de fibras afetadas (LIN et al.
2004). Todas as fases sdo mediadas por inumeros fatores de crescimento (FC) que
atuam através de um conjunto de vias de sinalizacdo inter-relacionadas
(WROBLEWSKI, 2010; SMITH, 2011).

A fase inflamatoria aguda dura de uma a duas semanas e é determinada por
injuria severa, com inflamacao, hemorragia tendinea, aumento do aporte sanguineo
local, edema e infiltrado leucocitario (SMITH, 2011). A inflamacdo inicial exacerbada
resulta na libertacdo de enzimas proteoliticas, que removem o tecido necrético, mas
por outro lado destroem a MEC adjacente, bem como colageno intacto, aumentando
assim a extensao da lesdao (KANE e FIRTH, 2009; SMITH, 2011).

Primeiramente ocorre extravasamento de sangue para a lesdo devido a
ruptura de vasos do endotenddo e danos na MEC, formando-se assim um
hematoma (SMITH e GOODSHIP, 2004; DAHLGREN, 2007). O processo
hemostatico inicia-se pela ativacdo de plaquetas, da cascata de citocinas
vasodilatadoras e de mediadores pro-inflamatorios. Estes componentes iniciam a
reacao inflamatéria através do incremento do aporte sanguineo ao local com

consequente formacao de edema, infiltracdo de neutrofilos, macrofagos e mondcitos,
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e secrecdo de enzimas proteoliticas (SMITH, 2011). Os FC liberados ligam-se a
componentes da MEC ainda intacta (colageno, GAGs e proteinas adesivas) de
modo a estabelecer gradientes quimiotaticos para o recrutamento celular de
fibroblastos, leucécitos e células endoteliais. Nesta fase, a MEC atua como
reservatorio de citocinas, para que estas sejam progressivamente libertadas (LIN et
al., 2004).

O aumento do grau de inflamacao encontra-se proporcionalmente relacionado
com o aumento da infiltracéo celular e, consequentemente, com a formacéao de uma
maior quantidade de tecido de granulacéo (SMITH, 2011).

A fase subaguda reparativa tem seu pico em trés semanas e é caracterizada
por uma forte resposta angiogénica e acumulo de fibroblastos no tecido danificado.
Estas células sdo responsaveis pela sintese de tecido cicatricial que é composto por
colageno, predominantemente do tipo Ill, disposto de forma desorganizada. O tecido
cicatricial formado inicialmente € menos resistente que o tenddo, portanto fica
predisposto a uma nova lesdo (SMITH, 2011). Durante a resolucédo da inflamacao,
os macrofagos liberam uma série de fatores de crescimento, incluindo o
transformador beta 1 (TGF-1), o fibroblastico basico (b-FGF) e o endotelial vascular
(VEGF), que sao essenciais para a angiogénese e inicio da reparacdo tendinea
(MARSOLAIS e FRENETTE, 2005).

A extensado da fibroplasia esta relacionada a severidade da injdria inicial e a
injarias continuas, tal como a tensdo biomecéanica provocada pelo exercicio. Dentro
da bainha tendinea, o tenddo ndo possui uma vasta contribuicdo das células
externas, e, portanto, a cicatrizacdo € lenta. Se a superficie do tenddo esta
lesionada, geralmente este se adere a bainha, com consequéncias funcionais
desastrosas (SMITH e WEBBON, 1999).

A fase cronica de remodelacéo inicia-se por volta da sexta semana apos a
leséo e perdura por seis a doze meses, ou até mesmo por mais tempo. Esta fase é
caracterizada pelo aumento da resisténcia e da forca ténsil da zona lesionada do
tenddo. As fibrilas débeis e finas de colageno tipo Il vdo sendo substituidas
gradualmente e lentamente por fibrilas de colageno tipo I, maiores e com maior forca
ténsil (DAHLGREN, 2007). No entanto, apesar desta converséo, o tendado danificado

nao recupera completamente as propriedades bioldgicas e biomecénicas de um
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tenddo sadio. Exercicios controlados nesta fase podem ajudar na conversdo do
colageno, além de melhor alinhar as fibras de colageno na dire¢do da forga e evitar
a formacdo das aderéncias, o que pode melhorar as propriedades mecanicas do
tecido cicatricial (SMITH, 2011).

Reinjurias sdo comuns apés a completa cicatrizagdo, no mesmo tendao ou no
tendao contralateral. O tecido cicatrizado pode se tornar forte, no entanto com pouca
elasticidade, o que resulta em um aumento de forca nas estruturas adjacentes,
sendo comuns lesdes nas fibras adjacentes a cicatriz ou no tenddo do membro
contralateral (SMITH, 2011).

2.3 DIAGNOSTICO E MONITORAMENTO

O exame clinico é o primeiro método para o diagnostico de tendinite. Este
pode ser visual, com o animal em repouso e durante exercicio, e através de
palpacdo e manipulacdo. O exame visa buscar claudicacdo, aumentos de volume,
temperatura ou sensibilidade tendo como objetivo principal a identificacdo do local
afetado (STASHAK, 2006; JORGENSEN e GENOVESE, 2011).

A fase aguda da tendinite é caracterizada por um edema difuso sobre a regido
afetada, associado com aumento de temperatura e sensibilidade local a palpacéo
(REEF, 1998; SPEIRS, 1997). O equino pode apresentar claudicacao leve a intensa,
podendo chegar até mesmo a ndo apoiar o membro, mantendo-o em posicao
flexionada. A fase cronica manifesta-se por um aumento de volume algumas vezes
doloroso, com ou sem calor, associado a fibrose e espessamento firme do tendao
afetado na face palmar ou plantar (SPEIRS, 1997; McILWRAITH, 2002;
JORGENSEN e GENOVESE, 2011).

A ultrassonografia do tenddo € um método de diagndstico por imagem pratico
e nao-invasivo que permite detectar lesbes precoces e pequenas na sua estrutura,
como inflamacdo sutil entre as fibras, alteragdo da forma e posicionamento,
caracteristicos do processo de tendinite (RANTANEN e McKINNON, 1998). 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
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reparacao tecidual durante o periodo de tratamento (DENOIX et al., 1991; MARR et
al., 1993).

De acordo com Speirs (1997) o exame ultrassonografico deve ser realizado
com o animal devidamente contido e a pele deve ser preparada com tricotomia no
aspecto palmar/ plantar do membro sobre os tenddes. O uso do gel no local, bem
como a utilizacdo de espacador (standoff pad) € recomendado para melhora a
qualidade da imagem (SPEIRS, 1997). O exame deve ser conduzido com o cavalo
simetricamente em estacdo, com peso igualmente distribuido entre os membros
toracicos e pélvicos, a fim de evitar-se a variagdo em tamanho e ecogenicidade
causada pelas diferencas de peso sobre o tendéo (SPEIRS, 1997; REEF, 1998).

Para a avaliacdo ultrassonografica recomenda-se o uso de um aparelho
portatil que permita a movimentac&do ao redor do animal. Imagens de alta resolucéo
sdo obrigatdrias, visto que tendbes e ligamentos sdo estruturas relativamente
pequenas (WRIGLEY, 2006). Os transdutores com frequéncia de 7,5 MHz séao
preferidos para avaliacdo de tenddes e ligamentos, por proporcionar a obtencéo de
uma imagem com boa resolucdo (GENOVESE e RANTANEN, 1998), obtendo uma
profundidade visivel de 4 a 6 cm. Um transdutor de 10 MHz seria ideal para a
visualizagdo de estruturas mais superficiais e de menor calibre, como os tenddes
extensores e 0s ligamentos colaterais, atingindo uma profundidade de 2 a 4 cm
(REEF, 1998).

O exame ultrassonografico deve comecar na regido proximal e estender-se
distalmente, com secg¢des horizontais e longitudinais de cada regido. Recomenda-se
a divisdo da regido em sete zonas ou niveis, tomando como base a distancia entre o
carpo/ tarso e a articulacdo metacarpofalangiana/ metatarsofalangiana. O eixo maior
do feixe de ultrassom deve ser perpendicular a estrutura alvo, a fim de obter-se
imagens de qualidade maxima (SPEIRS, 1997).

A avaliacéo ecografica dos tenddes leva em conta cinco parametros basicos:
tamanho, forma, textura, posicao e alinhamento das fibras. O conhecimento destes
parametros num tenddo saudavel é essencial para uma melhor interpretacdo das
lesbes. A relacdo com as varias estruturas integradas, como tecido subcutaneo,
vasos sanguineos, tecidos periligamentosos e peritendinosos e o contorno 0sseo,
deve também ser cuidadosamente avaliada (RANTANEN e McKINNON, 1998). No
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exame, o TFDS normal apresenta-se isoecoico e em corte longitudinal € composto
por fibras longas e paralelas e de ecogenicidade caracteristica (REEF, 1998).

Os parametros ultrassonograficos essenciais para caracterizar, avaliar e
monitorizar as lesdes tendinosas sdo: area transversal do tenddo (ATT); area
transversal da lesdo (ATL); percentual da area lesada no interior de cada tendao; a
ecogenicidade da lesdo; e o nivel de organizacdo dos feixes nas imagens
ecograficas longitudinais ou o padrdo de alinhamento das fibras (JORGENSEN et
al., 2011; RANTANEN et al., 2011).

Os sinais ecograficos de lesdo aguda dos tenddes podem incluir aumento do
diametro, variagdo anormal do padrdo ecogénico (hipoecogénico a anecogénico),
reducdo do padrdo estriado nas imagens longitudinais, e alteracdes na forma,
margens e posicdo do tenddo ou ligamento. As lesdes crénicas estdo associadas a
um aumento de ecogenicidade, e também a um padréao fibrilar irregular, indicadores
da presenca de tecido fibroso (SMITH e GOODSHIP, 2004; GILLIS, 2007).

A visualizacdo longitudinal pode ajudar a determinar a localizacdo e a
extensdo da lesdo aguda através da observacdo de zonas de indefinicdo hipo ou
anecoicas, onde ocorreu a interrupcao de fibras (GILLIS, 2007). Nas lesbes
cronicas, ou durante o processo de remodelacdo da lesdo, ndo se observa um
padrdo hiperecogénico linear, mas sim aleatorio, derivado da existéncia de tecido
cicatricial cujas fibras de colageno, sobretudo do tipo lll, que sdo mais curtas e
possuem um maior numero de ligacBes cruzadas. Nesta situacdo, enquanto na
imagem transversal é observada uma melhoria no padrdo de ecogenicidade do
tenddo lesionado, esta nem sempre é visualizada na imagem longitudinal
(RANTANEN et al., 2011).

2.4 TENDINITE INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE POR COLAGENASE

O extrato purificado de colagenase bacteriana possui a caracteristica de
destruir enzimaticamente as fibras colagenas e, quando aplicado pela via
intratendinea, pode ser utilizado como modelo experimental que mimetiza os sinais
clinicos e os efeitos de uma lesédo de ocorréncia natural (ALVES et al., 2002). A

destruicdo do colageno pela administracdo da colagenase € caracterizada por areas
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hipoecdicas ou anecoicas, e 0 decréscimo da ecogenicidade depende diretamente
da dose de colagenase administrada (SPURLOCK et al., 1989). A utilizagdo de um
modelo experimental em que haja padronizacdo das lesbes tendineas permite a
aplicacado de diferentes protocolos terapéuticos, além de possibilitar o estudo do
processo de formacdo da lesdo e do processo cicatricial (MARXEN et al., 2004;
CREVIER-DENOIX et al., 2005).

A presenca de alteracdes clinicas locais correspondentes aos sinais de
processo inflamatorio, tais como, aumento de temperatura, aumento de volume e
sensibilidade dolorosa local sdo observadas apdés a aplicacdo da colagenase
(ALVES et al., 2002; BARREIRA, 2005; MAIA, 2008; YAMADA, 2009). De acordo
com Williams et al. (1984), a administracdo de colagenase no centro de tendao
resulta em rapida dissolucdo de fibras colagenas, necrose celular, hemorragia e
inflamagéo, que se assemelha a muitos aspectos observados em lesdes
espontaneas decorrentes de traumas.

A dose de colagenase utilizada experimentalmente por via intratendinea é
bastante variavel (ALVES et al., 2002; MARXEN et al., 2004). Yamada et al. (2009)
em um estudo com 12 equinos submetidos a aplicacdo de 1,25 mg ou 2,5 mg de
colagenase por via intratendinea demonstraram que a dose maior da enzima
apresentou melhor padronizacdo ultrassonografica para realizacdo de estudos
experimentais de tendinite do TFDS e se assemelhou mais a casos clinicos de

lesao.

2.5 PLAQUETAS E FATORES DE CRESCIMENTO

As plaguetas sanguineas sao produzidas pela fragmentacdo do citoplasma
dos megacariécitos, que se localizam na medula éssea, e sao liberadas diretamente
na circulacdo sanguinea, ao redor do espaco hematopoiético medular (REBAR et al.,
2003). As plaquetas sdo anucleadas e tem formato discoide, com didametro de 5 a 7
pum e largura inferior a 3 um (FELDMAN, 2000).

As plaquetas possuem uma importante funcdo no processo de cicatrizacao
tecidual que se inicia com a homeostase, através da cascata de coagulacéo
(PIETRZAK e EPPLEY, 2005). Além disto, ela também exercem um papel pro-
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inflamatorio, de regulacdo (MANNAIONI et al., 1997) e regeneracado, ativado por
mediadores através da interacdo celular, com neutrofilos e células endotelias, e
liberacdo de fatores de crescimento (FC), citocinas e outras moléculas reguladoras
(ANITUA et al., 2004).

A membrana das plaquetas contém receptores de glicoproteinas que séo
responsaveis pela ativagdo e agregacdo plaquetaria. Estas glicoproteinas séo
divididas em trés familias: integrinas, proteinas ricas em leucinas e selectinas. As
integrinas estdo envolvidas em interacdo celular, agindo na agregacdo e adesao
plaguetaria e as leucinas contribuem para a mudanca na membrana plaquetaria no
momento da sua desgranulacdo (TABLIN, 2000; GENTRY, 2000, PELAGALLI et al.,
2003).

O citoplasma das plaquetas € constituido pelas mesmas proteinas
citoplasmaticas dos megacarioticos (HARTWIG e ITALIANO, 2003; TABLIN, 2000;
GENTRY, 2000) e apresentam microtubulos, microfilamentos de actina e miosina,
glicogénio, e trés tipos de granulos: lisossomais, alfa (a-granulos) e denso. Os
granulos lisossomais contém acido hidrolisado, guanina, fosfolipideos e quinases,
que atuam como enzimas proteoliticas e hidroliticas (TABLIN, 2000) Os granulos
densos contém adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), serotonina,
calcio e fosforo, que atuam na migracdo plaquetéria, enquanto os a-granulos
possuem fatores de coagulacdo e de crescimento e outras proteinas, que regulam a
inflamacédo (ZUCKER-FRANKLIN et al., 1988).

Normalmente, as plaquetas encontram-se no estado inativo (EVERTS et al.,
2006). A sua ativacdo pode ser realizada por agentes fisiolégicos (trombina,
tromboxano, colageno, ADP, fator ativador de plaquetas, serotonina e epinefrina) e
farmacoldgicos (ion6foro de calcio, cloreto de calcio e analogos de endoperéxido
ciclico) (BLOCKMANS et al., 1995; CARMONA et al., 2007).

Uma vez ativadas, as plaquetas sofrem modificacbes morfologicas,
desenvolvendo pseudopodes para realizar a agregacdo plaquetaria e posterior
desgranulacdo de granulos (PIETRZAK e EPPLEY, 2005; EVERTS et al., 2006).
Quando ocorre a fusdo dos a-granulos com a membrana plasmatica das plaquetas,
€ concluida concomitantemente a ativacao biolégica da maioria dos FC (CARTER et

al., 2003). S&o os a-granulos das plaquetas que contém os FC (RAMIREZ, 2006;
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SCHNABEL et al., 2007; KAJIKAWA et al., 2008) e a liberacdo das proteinas dos a-
granulos no local da lesdo promovem o recrutamento de outras plaquetas, leucécitos
e proteinas plasmaticas (HARRISON e CRAMER, 1993). Mais de 95% dos fatores
pré-sintetizados sdo excretados uma hora apdés a ativacdo das plaquetas. No
entanto, as plaquetas continuam a sintetizar e liberar FC durante todo o seu tempo
de vida (5 a 10 dias), prolongando os efeitos biolégicos do PRP (MARX, 2004;
WROBLEWSKI et al., 2010; TEXTOR, 2011).

Os FC sédo moléculas proteicas sinalizadoras que regulam o metabolismo
celular através de interagdo com receptores de membrana, com posterior ativagdo
das vias de sinalizacdo intracelular e consequentemente aumento da transcricao
proteica que, por sua vez, resulta em uma cascata de eventos biolégicos
responsaveis pela reparacdo e regeneracado tecidual (DAHLGREN, 2007). Estes
aceleram a cicatrizacéo tecidual por meio da estimulac&o da proliferacéao celular e da
neovascularizacdo e do aumento da sintese de matriz extracelular. Além disto, os
FC também inibem o catabolismo que degrada a matriz extracelular, tais como as
interleucinas e as metaloproteinases da matriz (MMP) (OLEZA, 2009).

Como mecanismo de acdo, os FC se unem aos receptores tirosina-quinase,
que estdo presentes nas membranas das células do tecido. Estes receptores se
estendem desde a membrana citoplasmatica até o interior do citoplasma e sua unido
com os FC leva a ativacdo de proteinas mensageiras que vao até o nucleo e ativam
0S genes responsaveis pela divisdo celular. Como consequéncia, o0 RNA-m é
transcrito, promovendo assim uma resposta biolégica que inicia a cascata
bioguimica que induz a reparacao e regeneracao tecidual (OLEZA, 2009).

Os FC podem ser classificados em dois grupos: morfométricos e mitogénicos.
Os morfométricos estao envolvidos no crescimento 6sseo através da transformacao
de células-tronco mesenquimais multipotentes em células osteoprogenitoras na
presenca da proteina morfogenética 6ssea (BMPs). JaA os FC mitogénicos estao
relacionados ao aumento da populacdo de células cicatriciais por mitogénese
(HOCK e CANALIES, 1994). Cada FC possui funcbes proprias. No entanto, a
regulacdo espaco-temporal dos fendmenos celulares essenciais a manutencéo e
reparacao tecidual é complexa e requer a atuacgao sinérgica de varios FC (FOSTER
et al., 2009).
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Quadro 1 -

Fonte e funcéo de alguns fatores de crescimento (FC) presentes nas plaquetas.

Fator de

crescimento

Fonte

Funcéo

FC
transformador
beta (TGF-R).

FC fibroblastico
basico (bFGF).

FC derivado da
plagueta
(PDGF).

FC epidermal
(EGF).

FC vascular
endotelial
(VEGF).

FC do
conjuntivo
(CTGF).

tecido

FC semelhante
ainsulina |

(IGE-I).

Plaquetas, matriz Gssea e
cartilaginosa, linfécitos T
helper (Th1l) ativados, célula
natural killer (NK),
macréfagos, mondcitos e
neutrdfilos.

Plaquetas, células
mesenguimais, macrofagos,
condrdcitos e osteoblastos.

Plaguetas, osteoblastos,
células

endoteliais, macrofagos,
mondcitos e

células musculares lisas.

Plaquetas, macréfagos e
mondcitos.
Plaquetas e células
endoteliais.

Endocitose por plaquetas na
medula 6ssea.

Plaquetas.

Estimula a proliferardo de células mesenquimais
indiferenciadas; regula a mitogénese endotelial,
fibroblastica e osteoblastica; regula a sintese de
colageno e secrecdo de colagenase; regula o efeito
mitogénico de outros fatores de crescimento;
estimula a quimiotaxia endotelial e angiogénese;
inibe a proliferacdo de macréfagos e linfocitos."*?

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 colageno e secrecdo de
colagenase; estimula a quimotaxia de macréfagos e
neutrofilos.™®

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

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

Promove angiogénese; regeneragdo da cartilagem;
fibrose e ades&o plaquetaria.™*?

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 e FRENETTE (2005), 4: ROSIER et
al. (1998), 5: WANG (1996), 6: FRIESEL e MACIAG (1995), 7: CANALIS et al. (1989), 8: STEENFOS (1994), 9: MARTIN et al.
(1992), 10: RHEE et al. (2004), 11: HOM e MAISEL (1992), 12: KUBOTA et al. (2004),13: SCHWARTZ-ARAD et al. (2007).

Fonte: MAIA e SOUZA, 2009.
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Os FC mais conhecidos sao: FC transformador beta (TGF-$), FC fibroblastico
basico (bFGF), FC derivado da plaqueta (PDGF), FC epidérmico (EGF), FC
endotelial vascular (VEGF), FC do tecido conjuntivo (CTGF) e FC semelhante a
insulina 1 (IGF-I) (OLEZA, 2009). O quadro 1 resume a caracterizacdo dos fatores

de crescimento presentes nas plaquetas.

2.6 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte autdgena de fatores de
crescimentos de facil aquisicdo e de baixo custo. Contém uma importante variedade
de FC, essenciais na reparacao tecidual (GONSHOR, 2002; KEVY e JACOBSON,
2004; MAIA e SOUZA, 2009). A terapia com PRP permite que ocorra uma acao
conjunta de diversos FC, promovendo, assim a angiogénese, quimiotaxia,
diferenciacdo e multiplicacdo de inumeras linhagens celulares, além de sintese da
MEC e de &cido hialurénico (OLEZA, 2009). Atualmente ainda ndo se sabe qual a
concentracdo ideal de PRP para o tratamento de tendinites em equinos (FORTIER,
2009), mas pesquisas clinicas e cientificas sugerem que uma concentragdo de
plaguetas trés a cinco vezes superior aos valores fisiolégicos seria a desejavel
(KEVY e JACOBSON, 2004; SUTTER, 2007; MAIA e SOUZA, 2009).

O PRP funciona através da desgranulacao dos a-granulos das plaguetas, que
sdo os reservatorio dos FC, que, por sua vez, sdo a base da terapia. Existe uma
relacdo proporcional entre a concentracdo plaquetaria e os niveis de FC. Marx
(2004), Pietrzak e Eppley (2005) referem que existe, in vitro, uma relacdo dose-
resposta entre a concentracdo plaquetaria e a proliferacdo de fibroblastos, e a
producdo de colageno tipo I. Além disto, o efeito regenerador do PRP nas lesdes
tendinosas depende de volume e concentragdo de PRP utilizado, a extenséo, o tipo
e fase da leséao e a condig&o geral do animal (PIETRZAK e EPPLEY, 2005).

Uma vez que o PRP é ativado, in vivo, ha uma liberacéo inicial de fatores de
crescimento pré-sintetizados, que se inicia dez minutos apos a formacéo do coagulo.
Como dito anteriormente, na primeira hora apds a ativacdo ocorre uma liberacao
massiva de FC contidos nos granulos, porém as plaquetas continuam a sintetizar os
FC durante seu periodo de vida (SUTTER, 2007). Kajikawa et al. (2008)
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demonstraram que o PRP possui um efeito de ativacdo bimodal sinérgico sobre os
fibroblastos. Ao que parece, além do efeito quimiotéctico e proliferativo direto sobre
os fibroblastos, os FC do PRP também estimulam estas células indiretamente,
através da atracdo de macréfagos a lesdo, oriundos da circulagdo sanguinea. Isto
porque, uma vez presentes no local da lesdo, os macréfagos séo induzidos a
produzir FC essenciais a ativacdo de fibroblastos adjacentes (KAJIKAWA et al.,
2008).

Na sua composicdo, o PRP também possui outros componentes além das
plaquetas. Contém alguns eritrocitos e leucocitos, células mesenquimais e varias
proteinas do soro em circulagdo (por exemplo: fibrinogénio, fibrina, fibronectina e
trombospondina). Algumas dessas proteinas circulantes também estdo envolvidas
no processo de cicatrizagcdo, porém o maior interesse se encontra nos componentes
dos a-granulos (OLEZA, 2009).

As vantagens do PRP segundo Oleza (2009) sao que este é rico em FC e
contém proteinas biologicamente ativas; possibilita a acdo conjunta de multiplos FC
ao mesmo tempo; incrementa a vascularizacdo dos tecidos através da estimulacao
da angiogénese; proporciona imediato efeito hemostatico biocompativel, efetivo e
seguro que é absorvido pelo organismo iniciando uma regeneracao local; estimula a
quimiotaxia, diferenciacdo e multiplicacdo de varias linhagens celulares; estimula a
sintese de matriz extracelular e acido hialurénico; acelera a regeneracao de tecidos
moles e inicia a cascata de osteogéneses em um implante; a nivel dérmico, acelera
0S processos de reparacao de tecidos estimulando a epitelizacéo e reduz a dor. Por
ser autbélogo, ndo ha risco de transmissdo de enfermidades infecciosas e sua
tolerancia é excelente.

Na medicina humana, o PRP vem sendo utilizado em tratamento de hérnias,
ceratite, cirurgia maxilo-facial, plastica e ortopédica e suas aplicagbes continuam a
se expandir. Na medicina veterindria equina seu principal uso ainda consiste em
tratar lesdes ortopédicas (OLEZA, 2009).

O uso de PRP em tendinites resulta em diminuigdo de colageno tipo lll face a
um aumento do tipo | numa fase precoce do processo de reparacdo, o que é
benéfico para a reparacdo do tenddo (SCHNABEL et al., 2007; FORTIER, 2009).

Abelantt e Prades (2009) avaliaram 72 equinos de esporte com lesbées no TFDS
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tratados com uma ou mais aplicacbes de PRP obtendo melhora clinica e
ultrassonogréfica em 75,7 a 79,5% de animais, 0s quais retornaram ao trabalho e
uma percentagem menor de reinjuria (20-24%) comparado com 0O grupo controle
(43-93%). Além disto, estudos demonstram que o PRP estimula um grande nimero
de genes que codificam moléculas matriciais (COMP) sem aumentar a expressao
génica de mediadores inflamatérios, como as metaloproteinases (MMPSs),
contribuindo assim para a producdo de um tecido reparado com composi¢ao e
estrutura mais semelhante a do tecido normal (SCHNABEL et al. , 2007).

Maia et al. (2009) realizaram um estudo em seis cavalos para avaliar
histologicamente os efeitos do PRP no tratamento de tendinite do TFDS, induzida
por colagenase. A analise histoldgica do grupo de tendbes tratados com PRP
evidenciou o alongamento e aumento da densidade dos fibroblastos, a presenca de
neovascularizacdo, de infiltrados de linfécitos e plasmadcitos e um nivel variavel de
organizagdo tecidual. Comparando com o grupo controle, a zona lesionada dos
tendBes tratados com PRP demonstrou maior organizacdo da MEC em relacdo a
disposicdo das fibras de colageno e dos fibroblastos, e reducdo no numero e
tamanho do nucleo destas células durante a fase de remodelagdo, sugerindo uma
maior maturidade do tecido cicatricial. Estes autores também verificaram diminui¢éo
na formacao de aderéncias na superficie dos tend6es no grupo tratado com PRP
comparativamente aos tenddes do grupo controle, reforcando a ideia de que o
tratamento com PRP promove uma reparacdo tendinosa mais organizada e
uniforme.

Bosch et al. (2009) usaram um método de analise computorizada de imagens
de ultrassonografia de lesbes de TDFS apds tratamento com PRP. Este método
permitiu detectar diferencas significativas entre os grupos (tratados com PRP e
controle) nas diferentes fases de reparacéo. Na fase final, nos animais tratados, 80%
das imagens mostravam correto alinhamento das fibras comparando com 60% do
grupo placebo.

Rajéo et al. (2010) avaliou cinco equinos, trés equinos da raga Puro Sangue
Arabe, e dois da raca Mangalarga Machador, e diagnosticou através de exames
clinicos e ultrassonograficos lesdo no TFDS. Quatro dos animais apresentaram

lesbes focais e um lesao difusa. Foi realizada aplicag&o intralesional de PRP guiado
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por ultrassonografia e os animais foram submetidos a atividade fisica controlada e
progressiva a partir do segundo dia de aplicacdo do PRP. O acompanhamento com
exames ultrassonograficos ocorreu semanalmente no primeiro més e mensalmente a
partir do segundo. Como resultado, notou-se preenchimento da lesdo mais
precocemente e melhor alinhamento de fibras em relagdo a animais tratados com

terapias convencionais.

2.7 METODOS DE PREPARO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Ramirez (2006) descreve trés métodos: o método de aférese (automatico); o
método do buffy-coat (semi-automético); e o método dos tubos (manual). As
caracteristicas mais importantes para a avaliacdo do método de preparacdo séo a
eficiéncia da concentracdo de plaquetas, a reprodutibilidade e a esterilidade do
produto final. Muitos autores também defendem que deve ser avaliada a
concentracdo de leucécitos e o nivel de ativacdo plaquetaria do PRP (RAMIREZ,
2006; FORTIER, 2009; McLELLAN e PLEVIN, 2011; TEXTOR et al.,, 2011). As
principais diferengas operacionais entre sistemas séo o volume de sangue requerido
e a manipulacdo técnica da amostra durante o processo de centrifugacao e/ou
separacdo sanguinea (FOSTER et al., 2009; McLELLAN e PLEVIN, 2011).

Em termos de resultados, a diferenca fundamental baseia-se no rendimento
da concentracdo plaquetéaria e de FC. No entanto, ndo existem evidéncias cientificas
para considerar a superioridade de um sistema sobre outro, em parte devido a falta
de informacgédo sobre a concentracao ideal de plaquetas e FC, e porque tecidos
diferentes possuem diferentes requisitos biolégicos para a sua reparacédo (FOSTER,
2009; McLELLAN & PLEVIN, 2011).

Whitman et al (1997) introduziu o uso de gel de plaquetas autélogas em
cirurgias maxilo-facial humana como substituto para a cola de fibrina autéloga
(MATRAS, 1982). Depois disso, muitos dispositivos, métodos automatizados, semi-
automatizados e manual foram desenvolvidos para a concentragdo de plaquetas em
humanos (ZIMMERMANN et al.,, 2003, APPEL et al.,, 2002, WEIBRICHB, 2003,
EPPLEY et al., 2004). Segundo Carmona (2007), todas as técnicas utilizadas para
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preparar PRP tém vantagens e desvantagens. Nao foi ainda desenvolvido um
método ou dispositivo ideal para concentrar as plaquetas e fatores de crescimento.

Métodos manuais (tubo) sdo simples e baratos, mas exigem manipulacéao
asseéptica rigorosa para evitar a contaminacao bacteriana (WEIBRICH et al., 2005,
TAMIMI et al.,, 2007, ALVAREZ et al., 2010). Além disto, a chave do efeito
regenerativo dos fatores de crescimento esta associada com a utlizagdo de
“‘plagquetas vivas”. Sendo assim, as plaquetas devem ser manipuladas com
delicadeza durante a extracdo venosa, preparacao e administracdo do PRP (MARX,
2004).

Os métodos de centrifugacdo manual e automatizado sdo os mais utilizados
em medicina veterinaria para produzir PRP. O volume de PRP obtido através destas
técnicas esta em torno de 10% de volume do sangue total extraido e, para serem
obtidos valores mais elevados de plaquetas no concentrado, o sangue é retirado de
veias periféricas (PIETRZAK e EPPLEY, 2005), principalmente da veia jugular. O
PRP s0 pode ser produzido a partir de sangue anticoagulado (FOSTER et al., 2009)
e dentro os diversos tipos de anticoagulantes o citrato de sédio € o que melhor
preserva a integridade da membrana das plaquetas, sendo o mais utilizado para
realizacdo da técnica (MARX, 2004; TRINDADE-SUEDAM et al., 2007).

Segundo Nagata et al. (2010) os protocolos com dupla centrifugacéo obtém
maiores concentracfes plaquetarias do que com uma Unica centrifugacdo. Além
disto, a centrifugacéo simples é menos utilizada porque induz a maior ativacdo das
plaguetas equinas durante o processamento do PRP, o que significa maior
quantidade de FC descartada no sobrenadante (RAMIREZ, 2006; McLELLAN e
PLEVIN, 2011). Utilizando o protocolo para obtencdo do PRP com dupla
centrifugacdo, ocorre que na primeira centrifugacdo sdo separadas as células
vermelhas (7 ym de didmetro) e brancas (7-15 um de didmetro) das plaquetas (2 um
de diametro), devido a diferenca de densidade. Na segunda centrifugacdo ocorre a
concentracdo das plaquetas, produzindo o PRP e o plasma pobre em plaguetas
(PPP), que é descartado (FOSTER et al. 2009).

A forca e a duracéo da centrifugacdo devem ser tomadas em consideracao
para assegurar a reprodutibilidade do método, porque podem levar a diferencas na
concentracéo de plaguetas (WROBLEWSKI et al., 2010). Vendruscolo, et al. (2012)
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compararam diferentes protocolos de centrifugacdo para obtencdo de PRP, e
observaram que com forcas de centrifugacdo altas ndo se obtém altas
concentracdes plaquetarias, Isto porque o emprego de for¢cas excessivas faz com
que as plaquetas sejam ativadas ou lesadas durante a centrifugacdo levando a
formacéao de pellets no fundo do tubo.

A maximizacdo da concentracdo de plaquetas, pretendida pelos métodos de
obtencdo de PRP, leva também a um aumento da concentracdo de leucocitos
(SUTTER, 2007), que esta altamente correlacionada com um aumento de
mediadores inflamatérios como as MMPs. A concentracao de leucdcitos deve ser a
minima possivel de forma a maximizar a sintese da matriz e minimizar a inflamacgéo
apos a administracdo (FORTIER, 2009).

Durante o preparo do PRP, é importante o estudo prévio do agente ativador.
Segundo Sanchez et al. (2003), a trombina bovina pode ocasionar o
desenvolvimento de anticorpos contra os fatores de coagulacéo V, Xl e a trombina,
podendo desencadear coagulopatias fatais. De acordo com estes autores, 0S
métodos seguros para o preparo do PRP incluem a utilizacdo de trombina
recombinante humana, trombina aut6loga ou extra-purificada. Estudo realizado em
coelhos por Silva (2007), com o propésito de se avaliar a acdo do PRP em falhas
Osseas realizadas no cranio de coelhos, demonstrou que a tromboplastina utilizada
para a formacédo do gel de plaguetas incitou uma reacao semelhante a do tipo corpo-
estranho que atuou negativamente na fase inicial de reparacdo. Alguns trabalhos
tém utilizado o cloreto de calcio como ativador das plaquetas e ndo foi observado
qualquer tipo de reacédo local (CARMONA et al., 2007; MAIA, 2008).

De acordo com Oleza (2009), a administracdo de PRP ativado com cloreto de
calcio ou congelado (plaquetas liofilizadas), proporciona maxima concentragao inicial
de FC, que diminuira ao longo dos proximos 3 a 4 dias. No entanto, quando
administrado PRP fresco, estima-se que a liberacdo de FC ¢é realizada
progressivamente ao longo das 92 horas seguintes a aplicagdo (Figura 1)
(McCARREL e FORTIER, 2009; FORTIER, 2009).

A ativacdo do PRP também ocorre pela sua exposi¢do ao coladgeno que, por
sua vez, se encontra no tecido tendinoso (WROBLEWSKI et al., 2010). Assim,

devido a presenca do colageno in situ, ocorre ativacdo plaquetaria logo apos a
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administracdo de PRP na zona da leséo tendinosa (TEXTOR et al., 2011). Textor et
al. (2011) revelaram no seu estudo que a liberacdo de PDGF-BB e TGF-B1 é
dependente da concentracdo de colageno presente no tecido lesionado. Por estes
motivos, 0 colageno tipo | tem sido avaliado como uma boa alternativa a utilizacéao
de trombina ou calcio. A ativacdo in vivo das plaquetas através do colageno tipo |
tem a vantagem de induzir a formacéo lenta do coagulo, assegurando uma liberagéo
também lenta dos FC na area de interesse, podendo ser considerado um ativador
superior aos restantes, do ponto de vista terapéutico (FOSTER et al., 2009; MISHRA
et al., 2009).

[FC] [FC]

]

U |
Dia4d Dia 3-4

PRP Ativado PRP Fresco ndo-ativado
PRP Congelado

Figura 1. Diferenca de concentracdo de fatores de crescimento (FC) em relacdo aos

dias, ap6s a administragdo do plasma rico em plaquetas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados cinco equinos higidos, sem raca definida, quatro machos
castrados e uma fémea, com idade entre seis e vinte anos de idade, provenientes do
Regimento de Policia Montada do Distrito Federal. O experimento foi submetido a
andlise e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Brasilia (CEUA-UNB),
sob processo UnBDOC n° 54225/2011, por estar de acordo com 0s principios éticos

do Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal (Anexo 1).

Os animais pré-selecionados foram submetidos a exame fisico geral segundo
Speirs (1997), onde foram avaliados coloragdo de mucosas, tempo de
preenchimento capilar (TPC), grau de hidratacdo, frequéncia cardiaca (FC),
frequéncia respiratéria (FR), movimentos intestinais, temperatura retal (TR) (Quadro
2) e comportamento, em que, apenas animais de facil manejo foram incluidos no

estudo.

Quadro 2 - Parametros obtidos durante exame fisico geral pré-experimento dos animais
utilizados no projeto.

Animal FC FR TR Mucosas TPC Grau de hidratacéo
(bpm) (mpm) (°C) (s)
I 36 11 37,6 réseas 2" Hidratado
Il 48 21 37,1 résea palida 2" Hidratado
1] 26 9 37,4 résea palida 2" Hidratado
v 50 9 37,5 résea 2" Hidratado
V 36 10 37,4 réseas 2" Hidratado

Adicionalmente, foi realizado exame estatico e dinamico do aparelho
locomotor, como descrito por Stashak (2006), sendo descartados animais com
desvio grave dos membros ou que apresentassem claudicacdo. Foram realizados

exames ultrassonograficos da regido metacarpica/ metatarsica dos membros
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toracicos e pélvicos. Apenas aqueles animais que ndo apresentaram lesdes do

aparelho locomotor foram inclusos no estudo.

Todas as avaliagBes ultrassonograficas realizadas no experimento ocorreram
com 0s animais em estacdo e ambos 0s membros toracicos apoiados, para que nao
houvesse erro de interpretacdo. O equipamento utilizado era portatil, da marca
Kaixin 5000, com transdutor linear de 7,5 MHz. As imagens foram realizadas em
planos transversal e longitudinal, como auxilio de stand off e arquivadas para

posterior leitura e comparacao em diferentes momentos.

3.2 MANEJO DOS ANIMAIS

Os equinos selecionados foram mantidos em baias individuais, recebendo
feno de Coast Cross e racdo comercial. Receberam sal mineral e agua ad libitum.
Os animais foram vacinados e vermifugados de acordo com o0 manejo seguido pelo

Regimento de Policia Montada do Distrito Federal.

3.3 EXAMES HEMATOLOGICOS

Os exames hematologicos foram realizados no Laboratdrio de Patologia
Clinica da FAV/UnB. As coletas de sangue foram realizadas antes do procedimento
de inducédo da tendinite (DO), no dia da realizacdo do tratamento com PRP (D14) e
quatorze dias apos (D28).

As amostras destinadas aos exames hematoldgicos foram coletadas por
puncdo da jugular externa, em tubos coletores a vacuo de 13x75 mm com
anticoagulante EDTA (Vacuette®) e utilizadas agulhas descartaveis 25x0,8 mm
(Terumo®). ApoOs a coleta, as amostra foram refrigeradas até o momento do

processamento.

Os hemogramas foram realizados em contador automatico de células (ABX
Micros ABC Vet — Horiba ABX Diagnostics — Montpellier, Franca). Foram
determinados o nuamero total de eritrécitos (Hem), os valores de volume globular
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(VG), contagem do numero total de leucdcitos (Leuc), contagem das proteinas totais
(PPT) e contagem de plaquetas (PLT).

Para a realizagdo da contagem diferencial de leucdcitos, foram
confeccionados os esfregacos sanguineos corados de acordo com a técnica descrita
por Romanowsky (Olicheski, 2003), para posterior diferenciacdo celular manual em

microscoépio optico (Olimpus C011).

3.4 INDUCAO DA TENDINITE

A lesdo tendinea foi induzida em trés membros de cada animal, toracico
direito, toracico esquerdo e pélvico esquerdo, sendo assim, um dos membros do
animal foi utilizado como o seu préprio controle. Todas as lesGes foram induzidas no
terco médio do Tendao do Musculo Flexor Digital Superficial (TFDS). No dia anterior
a inducdo da tendinite, os membros toracicos e pélvico esquerdo foram
tricotomizados na regido metacarpica palmar. Realizou-se mensuracdo da regido
metacarpica palmar da borda distal do osso acessoério do carpo até a borda proximal
dos sesamodides proximais, para entdo utilizar-se a parte média como ponto de
referéncia. Este ponto foi marcado com uma linha de tricotomia na lateral (Figura 2),
qgue indicava o local onde seria realizada a indu¢édo da tendinite. Da mesma forma,
ocorreu a mensuracdo da regido metatarsica plantar, que se estendeu da borda
distal do osso calcaneo até a borda proximal dos o0ssos sesamoéides proximais,

tomando o ponto médio como referéncia.

A inducdo da lesao foi realizada mediante a administracdo intratendinea de
2,5 mg de colagenase tipo | por membro (Gibco ™, part. P1503). Para isto, 2,5 mg
da enzima foram pesados em balanca de precisao Marte® AY220 e transferida para
um tubo estéril Vacuette® onde foi acrescido 1 mL de solugcdo salina 0,9%
(Isofarma®). Posteriormente, a solugdo foi homogeneizada e aspirada em uma
seringa de 20 mL, a qual foi acoplado a filtro Millipore de 0,22um (MILLEX®GP) para
esterilizacdo do conteudo. Esta solucéo foi transferida para uma seringa (Terumo®)
de trés mL e acondicionada em gelo at¢é o momento da sua aplicagéo, que foi
realizado no mesmo dia.
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Figura 2. Vista lateral esquerda do membro toracico de um equino ilustrando: (a)
o ponto de referéncia para a aplicagdo da colagenase tipo | (seta vermelha); e (b)
posicionamento do transdutor para a aplicagcdo guiada pelo ultrassom.

Para a administracdo da colagenase, os animais foram contidos em brete de
contencao proprio para equinos e sedados com Xilazina (Xylamax®) a 10% na dose
de 1mg/kg, por via intravenosa. Realizou-se antissepsia da regido metacarpica/
metatarsica palmar com clorexidine degermante (Riohex® 2%), clorexidine alcodlico
(Riohex® 0,5%) e alcool (Wirath®) e logo ap6s procedeu-se o blogueio dos nervos
palmares medial e lateral na regido metacarpica proximal utilizando 3mL de

cloridrato de lidocaina 2% (Xylestesin®) sem vasoconstritor em cada ramo do nervo.

O transdutor foi posicionado no plano transversal no terco médio do membro
toracico ou pélvico, no ponto pré-determinado, localizou-se o TFDS e realizou-se a
infiltracdo da colagenase utilizando-se agulha hipodérmica descartavel 30x08 mm
(Terumo®). Para manter o ambiente asséptico, o transdutor foi protegido com uma

luva estéril (Figura 2).
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Apébs o procedimento, a regido foi protegida, por 48 horas, com algodao e
atadura de 15cm. No periodo compreendido entre a indugdo da tendinite e o inicio
do tratamento estipulado, os animais permaneceram em repouso na baia. Durante
as semanas gue se seguiram, a tricotomia lateral era reforcada para indicar o ponto

de referéncia para acompanhamento da leséo.

Mesmo sabendo da importancia da analgesia, optou-se pela nao utilizagéo de
anti-inflamatoérios, como analgésicos, devido a sua possivel interferéncia com a
inducdo da tendinite, bem como interferéncia no tratamento proposto. Caso algum
animal apresentasse sinais clinicos de dor provocado pela inducdo da tendinite, era
prevista a utilizacdo do analgésico opidide, meperidina (Dolatina® 50 mg/2ml), na
dose de 2 mg/kg, via intramuscular a cada 6 horas, enquanto o animal apresentasse
sinais de dor.

3.5 PROTOCOLO LABORATORIAL PARA OBTENCAO DO PRP

Para a coleta do sangue com a finalidade de obter o PRP, realizou-se
antissepsia prévia do suco jugular com clorexidine degermante (Riohex® 2%) e
alcool (Wirath®). Foram coletados 84mL de sangue de cada animal através de
puncdo da jugular externa. Para tal, foram utilizados 24 tubos a vacuo com
capacidade de 3,5mL contendo, como anticoagulante, citrato de sédio a 3,2%
(Vacuette®). O sangue total coletado foi submetido a contagem manual de

plaquetas, de acordo com o método de Brecher e Cronkite (1950).

O método de contagem de plaquetas consistiu em pipetar 1,0 mL da solu¢éo
diluidora (liquido diluidor de Brecher) em um tubo sem EDTA. Adicionou-se 10 pL de
sangue total ou PRP (dependendo se tratava da contagem prévia ou poés
centrifugagéo). Posteriormente, agitou-se o tubo por inversdo durante 1 minutos e 0s
reticulos da camara de Neubauer foram preenchidos com esta solucdo. Para que
ocorresse a sedimentacdo das plaquetas, a cAmara permaneceu em repouso por 20
minutos em uma placa de Petri contendo algodao umedecido em agua destilada. Por
fim, foi realizada contagem das plaquetas que estavam no reticulo central, onde
foram contados cinco campos dos quadrados menores de forma homogénia,
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empregando-se microscopio optico. Para determinacgéo final do nUmero de plaquetas
encontradas multiplicou-se o valor obtido por 2500, para desta maneira se obter a

concentragdo em pL.

As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 200G por 3 minutos.
De cada tubo centrifugado, descartou-se os primeiros 50% do plasma sobrenadante
e o restante do plasma foi reservado em tubo estéril sem anticoagulante. O plasma
reservado foi submetido a uma nova centrifugacdo de 600 G por 6 minutos e, 0S
primeiros 75% do plasma foram descartados (plasma pobre em plaquetas) para
assim se obter a fracdo do plasma rico em plaquetas (PRP), de acordo com a
técnica descrita por Rajdo et al. (2010). As fases da obtencdo do PRP estéo

ilustradas na figura 3.

A avaliagdo da concentracdo de plaquetas no PRP foi realizada pelo mesmo
método utilizado previamente, logo apos a segunda centrifugacao.

Para a ativacdo do plasma, 2,5 mL da fragdo do PRP e 125 pyL de uma
solucdo 12,5 mM de cloreto de célcio dihidratado foram misturados em um tubo
estéril e sem anticoagulante. Posteriormente, o PRP foi incubado em estufa a uma
temperatura de 20 a 22°C por duas horas, com a finalidade de estimular a
degranulacdo plaquetaria. Adicionalmente, para liberacdo do coagulo de fibrina
formado, foi realizada nova centrifugacéo a 100 G por oito minutos, com a finalidade

de facilitar a aplicacéo intratendinea do PRP.

Figura 3. Diferentes momentos de preparo do PRP: sangue total (I), sangue apds a primeira
centrifugacao (ll), plasma separado apés a primeira centrifugacdo (lll), plasma apoés
segunda centrifugacéo (V) e plasma rico em plaquetas (V).
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As amostras prontas para aplicagcdo foram acondicionadas em gelo, sendo
utilizadas em até duas horas ap0s o preparo.

3.6 TRATAMENTO

Os trés membros nos quais a tendinite foi induzida foram tratados quatorze
dias pos-inducéo da lesdo. Um membro recebeu 2,5 mL injecdo de solucdo salina
0,9%, sendo considerado o grupo controle (GC); o segundo membro recebeu injecéo
de 2,5mL PRP sem ativacao (GTI); e o terceiro membro recebeu injecdo de 2,5mL
de PRP com ativacdo por cloreto de calcio (GTA). Ocorreu revezamento randémico
dos membros de cada animal (membro toracico esquerdo, toracico direito ou pélvico
esquerdo) e o tratamento estipulado (GC, GTI ou GTA), para reduzir a influéncia do
membro utilizado nos resultados, tendo como base a distribuicdo desigual de peso

entre os membros toracicos e pélvicos.

Para as injecfes dos tratamentos, os animais foram novamente contidos,
sedados, submetidos a tricotomia e antissepsia dos membros e bloqueio dos nervos
digitais palmares assim como descrito para a inje¢cdo da colagenase. A aplicacéo
intralesional do PRP ou solucédo salina foi guiada por imagens ultrassonogréficas
(Figura 4). Para a aplicacdo foram utilizadas agulhas hipodérmicas descartaveis

(Terumo®) 30x08 mm e seringas de 3 mL.

Figura 4 . (a) Demonstracdo da aplicagdo intralesional guiada por ultrassom; (b) imagem
ultrassonografica de corte transversal demonstrando a agulha (seta branca) no Tend&o Flexor do
Musculo Digital Superficial.
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3.7 FISIOTERAPIA

A fisioterapia dos animais teve inicio no dia seguinte ao tratamento. Consistiu
em caminhada em piso plano e duro com o0s animais puxados por cabresto,
conforme o recomendado por Fortier (2009). O tempo de atividade fisica teve inicio
com 10 minutos na primeira semana, com acréscimos de 5 minutos por semana,

chegando ao maximo de 30 minutos o qual foi mantido até a 49° dia.

3.8 EXAMES FiSICO E ULTRASSONOGRAFICO

Os exames fisicos e ultrassonograficos foram realizados no dia da
administracdo da colagenase (DO- dia zero) e nos dias D2, D7, D14 (dia do

tratamento) e semanalmente até D49.

O exame fisico do aparelho locomotor dos animais seguiu o preconizado por
Speirs (1997). Foram realizados testes por meio de palpagéo e inspecéo da regiao
metacarpica palmar dos membros toracico e pélvico esquerdo. A sensibilidade foi
classificada em insensivel (ZERO), pouco sensivel (I), moderadamente sensivel (ll),
sensivel (lll) e intensamente sensivel (IV). O aumento de temperatura local foi
avaliado e classificado como sem calor (ZERO), calor leve (I), calor moderado (ll) e
calor intenso (lll). Da mesma forma, o pulso digital foi classificado em ausente
(ZERO), leve (1), moderado (Il) e intenso (llI).

Para determinacdo da presenca de edema foram realizadas, com auxilio de
uma fita métrica, medidas do perimetro na regido onde a tendinite foi induzida (ponto
1 = P1), e nos extremos proximal (ponto 2 = P2) e distal (ponto 3 = P3) do
metacarpo/ metatarso (Figura 5).

30



Figura 5. Fotografias da vista lateral esquerda do terco médio da méo de equino visando
a mensuracdo dos perimetros de P1 (a), P2 (b) e P3 (c).

As imagens ultrassonograficas foram capturadas como descrito anteriormente
e avaliadas a area transversal do tendao (ATT), area transversal da lesdo (ATL),
ecogenicidade das lesGes e paralelismo das fibras coldgenas. Para a mensuragéo
da ATT e da ATL (mm?) foi utilizado o programa ImageJ, para as andlises das
imagens transversais. Para a gradacao de ecogenicidade e do paralelismo todas as
imagens foram avaliados por cinco pessoas diferentes, visando assim amenizar

eventuais subjetividades.

A ecogenicidade da lesdo foi graduada a partir de imagens armazenadas
transversalmente em escalas de 0 a IV, segundo a classificagdo de Genovese et al.
(1986); sendo: escala 0 = padrédo normal do tendao (isoecoico); escala | = reducao

em 25% do padrdo isoecdico (predominantemente isoecoico); escala Il = reducdo

em 50% do padrédo isoecdico; escala Il = reducdo em 75% do padréo isoecoico
(predominantemente anecoico); e escala IV = redugdo em 100% do padréo

isoecodico (totalmente anecbico).

O paralelismo das fibras de colageno foi avaliado a partir das imagens obtidas
longitudinalmente e graduado em escala de 0 a lll, conforme descrito por Alves et al.
(2001), sendo 0 = auséncia de paralelismo, | = paralelismo discreto; Il = paralelismo
parcial e lll = paralelismo total.
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A figura abaixo mostra a linha do tempo das diferentes etapas realizadas

durante o experimento.

COL+ US+ EF US+EF US+EF TRAT+ US+EF US+EF US+EF US+EF US+EF

US+EF

DO D2 D7 D14 D21 D28 D35 D42 D49

Figura 6. Etapas do experimento: aplicacdo da colagenase (COL), tratamento com injecdo do
PRP nos grupos tratados e de solugdo salina no controle (TRAT), exame fisico (EF) e
ultrassonografica (US).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a apresentacdo e interpretacdo dos resultados foram utilizados os
programas Graph Pad Prim e Stat 3. Para avaliagado dos dados dos hemogramas, os
valores foram tabulados e submetidos a andlise estatistica para a determinacédo da
média e desvio-padrdo dos hemogramas completos nos dias DO, D14 e D28.
Ademais estes foram avaliados por meio da aplicacdo de um teste de Andlise de
Variancia Simples, com nivel de significancia de 5% e como pés-teste fez-se uso do
teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Os parametros ATT e ATL foram submetidos a analise descritiva, obtendo-se
a média e o erro padrdo. Os dados relativos a ATT e ATL foram submetidos a
aplicacao do teste Kolmogorov-Sminorv visando a verificacao da distribuicdo normal.
Em seguida, estes dados foram submetidos a aplicacdo da Analise de Variancia
Simples, com nivel de significancia de 5% e como pdés-teste o teste de Tukey, com
nivel de significancia de 5%.

Visando ainda o entendimento dos dados qualitativos obtidos durante o
experimento, fez-se uso de uma analise de frequéncia para 0s parametros
sensibilidade, calor, pulso, ecogenicidade e paralelismo de fibras. Buscando assim a
determinacao das relacdes existentes entre os diferentes dias de tratamento a partir

da inducéo da tendinite, conforme os diferentes protocolos aplicados.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO LABORATORIAL

N&do houve diferenca entre os parametros de numero total de eritrocitos,

volume globular, contagem de leucocitos e contagem de plaquetas, durante o

experimento (Tabela 1). Porém, os valores para Proteinas Totais (PPT) no D14

apresentaram-se superiores que DO (p<0,05) (Figura 7).

Tabela 1. Valores minimos e maximos das variaveis hematolégicas: niumero total de eritrocitos
(Hem), volume globular (VG), leucdcitos (Leuc), proteinas totais (PPT.) e plaquetas (PIt) obtidas
durante a fase experimental, nos equinos estudados.

Animal [ Hem. (x10°/uL) VG (%) Leuc (x10°/ puL)  PPT.(g/dL)  PLT. (x10% pL)
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Xzxs) (Xzxs) (Xx59) (Xzxs) (Xzxs)
[ 6,18 — 6,81 26 — 33 75-9,2 58-7,5 215 — 300
(6,60 £0,210)  (30,333+2,186) (8,1 + 0,551) (6,06 + (265 + 25,628)
0,262)
I 5,15 - 6,63 26 — 27 73-77 6,02 — 6,6 210 — 250
(5,393 +0,139) (26,333 +0,333) (7,333 +0,12) (6,267 + (226,667 +
0,17) 12,019)
i 6,31 — 6,61 28 - 33 70-77 6,0 - 6,4 155 — 185
(6,50 + 0,0954) (29,333 +1,856) (7,4 +0,268) (6,267 + (170 + 8,660)
0,133)
\Y, 5,25 — 6,04 19 - 29 9,3-15,1 48-6,4 220 — 250
(5,707 £ 0,236) (24,667 +2,963) (11,767 +1,729) (5,733 + (233,333 +
0,481) 8,819)
Y, 5,04 — 5,34 24 - 28 41-85 6,2-7,0 170 — 255
(5,323 +0,159) (25,667 +1,202) (6,9 + 1,405) (6,533 + (218,333 +
0,240) 25,221)

Min: minimo; Max: maximo; s: desvio padréo.
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Figura 7. Representacdo da média da
concentracdo de proteinas plasmaticas
totais (PPT) em relacéo ao DO, D14 e D28,
Houve diferencga estatistica (p<0,05) entre
o dia zero (DO) e dia 14 (D14).

4.2 INDUCAO DA TENDINITE

A inducéo da tendinite com 2,5 mg de colagenase tipo | por tenddo mostrou-
se eficaz, pois foram observadas lesfes ultrassonograficas em todos os membros
avaliados, bem como sinais clinicos de aumento da sensibilidade, calor e aumento
de volume no local (Tabelas 3, 4 e 5). Durante o exame clinico geral realizado nas
diferentes fases do experimento ndo foram evidenciadas alteracdes de postura,
comportamento, grau de hidratagdo, mucosas, motilidade intestinal e consisténcia
das fezes. Néo foi notado grau de sensibilidade exacerbada ou dor severa em
nenhum dos membros nos dias posteriores a inducdo, ndo necessitando a

administracdo de meperidina.

4.3 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Conforme exposto na tabela 2, a concentracdo de plaguetas do sangue total
dos animais do experimento variou de 180.000 a 300.000 plaquetas.uL™. Ja no
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plasma rico em plaquetas (PRP), a concentracdo foi de 425.000 a 654.000
plaquetas.uL™. Isto representou uma concentracéo de plaquetas no PRP que variou

de 2,45 a 3,45 vezes em relacdo a concentracdo no sangue total.

Tabela 2. Concentracdo de plaquetas no sangue total e no plasma rico em
plaquetas (PRP) nos equinos avaliados.

Animal Plaquetas no Sangue Total Plaguetas PRP Concentragdo
(x10°% pL) (x10% pL) (n° de vezes)

I 180 425 2,45

Il 230 480 2,5

1 253 545 2,92

v 265 550 2,85

\% 290 625 3,35

\% 300 654 3,45

Tts 253 £ 45,936 546,5 + 35,08 2,92 +0,17

X: média; s: desvio padrio.

4.4 AVALIACAO CLINICA

Para o entendimento dos parametros clinicos de sensibilidade, calor e pulso
foi realizada uma distribuicdo de frequéncia, sem intervalo de classe, como analise
descritiva. Em relacdo a sensibilidade, os animais foram classificados como
insensivel (ZERO), pouco sensivel (I), moderadamente sensivel (Il), sensivel (lll) e
intensamente sensivel (IV). Na primeira avaliacdo (D0), todos 0s equinos no inicio
de experimento foram classificados como insensiveis em relacdo a regido média do
TFDS. Apos a inducéo da tendinite, todos os equinos apresentaram sensibilidade de
Il a IV no local da lesdo. No D2 e D14 houve ocorréncia bastante heterogénea de
sensibilidade nos trés grupos, mas nédo pode ser observada diferenca entre os
grupos. No D21, foi observada diminuicdo da sensibilidade nos trés grupos,
aumentando-se o percentual de animais insensiveis para 40% nos grupos GC e GTI

e 60% no GTA (Tabela 3).
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No D28, o grupo GTA apresentou 100% dos seus animais insensiveis ou
pouco sensiveis, chegando a 100% dos animais insensiveis no D35, enquanto o GC
e GTI ainda apresentaram 40% dos seus animais com classificacdo sensivel ou
moderadamente sensivel. No D42, o GTl demostrou 80% de animais insensiveis,
enquanto o GC ainda apresentou animais (20%) com classificagdo moderadamente

sensivel (Tabela 5).

Tabela 3. Distribuicdo da frequéncia da variacdo de sensibilidade, de acordo com as escalas zero a
IV determinados por Speirs (1997), nos equinos avaliados durante o experimento, no grupo controle
(GC), grupo tratado com PRP inativado (GTI) e grupo tratado com PRP ativado (GTA).

Sensibilidade DO D2 D7
%
Zero I Il m v Zero | I m v Zero | Il 1] —YJ
GC 100 O 0 0 0 20 0O 60 0O 20 25 25 25 25 O
GTI 100 O 0 0 0 20 40 20 20 O 25 50 25 O 0
GTA 100 O 0 0 0 40 0O 20 20 20 25 25 50 O 0
D14 D21 D28
Zero I Il m v Zero | I m v Zero | Il 1] —YJ
GC 0 75 0 25 40 40 20 O 0 60 0O 20 20 O
GTI 20 40 40 O 0 40 20 20 20 O 20 40 20 20 O
GTA 20 40 0 40 O 60 20 20 O 0 80 20 O 0 0
D35 D42 D49
Zero I Il 1| IV  Zero | I 1| IV  Zero | Il 11| v
GC 40 40 20 O 0 60 20 20 O 0 40 20 20 20 O
GTI 40 40 0 20 O 80 20 O 0 0 40 40 20 O 0
GTA 100 O 0 0 0 60 40 O 0 0 40 60 O 0 0

*Insensivel (ZERO), pouco sensivel (I), moderadamente sensivel (Il), sensivel (lll) e intensamente

sensivel (IV).

Houve aumento de temperatura local nos trés grupos apos a inducdo da
tendinite, sendo que no D7 100% dos equinos do experimento apresentavam calor
leve a moderado (Tabela 4). Apés o tratamento (D21), foi observada diminuicdo do
calor local para ausente (40%) a leve (40%) no grupo GTA, sendo mais evidente
neste grupo em relacdo aos outros grupos (Tabela 4). No dia 28, o GC apresentou
60% dos animais do grupo com auséncia de calor, sendo que 80% dos animais dos

grupos tratados apresentavam calor leve a moderado. No decorrer do periodo de
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avaliacdo dos animais, notou-se diminuigdo do calor, sendo esta mais discreta no
GTI (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo da frequéncia da variacdo de calor nos equinos avaliados durante o
experimento, no grupo controle (GC), grupo tratado com PRP inativado (GTI) e grupo tratado com
PRP ativado (GTA).

Calor DO D2 D7
%
Zero | Il 1l Zero | I 1 Zero | I 1
GC 100 0 0 0 0 40 40 20 0 75 25 0
GTI 100 0 0 0 0 0 100 0 0 75 25 0
GTA 100 0 0 0 0 20 80 0 0 75 25 0
D14 D21 D28
Zero | Il 1 Zero | ] 1 Zero | I 1
GC 25 25 50 0 0 80 20 0 60 40 0 0
GTI 40 0 60 0 20 20 40 20 20 60 20 0
GTA 40 0 60 0 40 40 20 0 20 40 40 40
D35 D42 D49
Zero | Il 11l Zero | I 1 Zero | I 1
GC 20 20 40 20 40 40 20 0 100 0 0 0
GTI 20 20 40 20 60 40 0 0 60 40 0 0
GTA 20 20 60 0 40 40 20 0 80 0 20 0

* Sem calor (ZERO); calor leve (I); calor moderado (l); e calor intenso (llI).

Tabela 5. Distribuicdo da frequéncia da variagdo do pulso digital evidente nos equinos avaliados
durante o experimento, no grupo controle (GC), grupo tratado com PRP inativado (GTI) e grupo
tratado com PRP ativado (GTA).

Pulso % DO D2 D7
Zero | 1] 1l Zero | ] 1 Zero | I 1
GC 80 0 20 0 40 60 0 0 100 0 0 0
GTI 100 0 0 0 40 60 0 0 75 0 25 0
GTA 80 20 0 0 60 20 20 0 75 25 0 0
D14 D21 D28
Zero | ] 11l Zero | ] 1 Zero | I 1
GC 100 0 0 0 60 40 0 0 100 0 0 0
GTI 80 20 0 0 80 20 0 0 100 0 0 0
GTA 60 20 20 0 100 0 0 0 100 0 0 0
D35 D42 D49
Zero | 1] 1l Zero | I 1 Zero | ] 1
GC 60 40 0 0 60 40 0 0 60 40 0 0
GTI 80 20 0 0 100 0 0 0 80 20 0 0
GTA 100 0 0 0 80 20 0 0 80 20 0 0

*Pulso digital evidente: ausente (ZERO); leve (I); moderado (ll); intenso (llI).
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ApGs a inducdo da tendinite, ocorreu aumento do pulso digital variando de
leve a moderado em todos os grupos (Tabela 5). Ap6és o tratamento (D21), foi
observado 100% dos animais do GTA e 80% dos animais do GTI com pulso
ausente, enquanto no GC apenas 60% dos animais ndo apresentavam pulso digital .
Nas ultimas avaliagdes (D35, D42 e D49), ocorreu maior diminuicdo do pulso digital
nos grupos tratados com PRP em relagdo ao GC, que manteve a mesma

porcentagem de 40% dos animais com leve pulso digital (Tabela 5).

Os perimetros da regido metacérpica/ metatarsica ndo apresentaram
diferencas entre os momentos de afericdo, embora tenha havido discreto aumento
de volume ap6s a inducéo da tendinite. Também néo foram detectadas diferencas
entre os grupos avaliados. As médias e erro padrdo, em centimetros, foram de
22,0340,34 a 23,24+0,49 para o GC; 22,1i+0,60 a 22,54+0,77 para o GTA e
21,42+0,43 a 22,52+0,65 para o GTI (Figura 8).

cm
cm

YA,

%

o %
Q
(%]

Figura 8. Variacdo dos perimetros da regido metacarpica em centimetros em
relacdo aos dias de avaliacdo entre o grupo controle (GC), grupo tratado com PRP
inativado (GTI) e grupo tratado com PRP ativado (GTA).

4.5 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

Para cada imagem armazenada foram mesuradas as areas do TFDS e da
lesédo (Figura 9). No DO, o valor médio da area do TFDS do GC foi de 127,07+6,21
mm?, do GTA foi de 125,06+9,03 mm? e do GTI foi de 131,40+7,79 mm?. No D49, o
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valor médio da area do tenddo do GC foi de 120,39+4,76 mm? do GTA foi de
116,26+3,64 mm? e do GTI foi de 124,96+3,79 mm?. Todos 0s grupos apresentaram
aumento da area apoés a inducdo da lesdo e posteriormente diminuicdo. N&o foi

verificada diferenca entre os grupos (p>0,05) (Tabela 6).

No D2 o valor médio da &rea da leséo do GC foi de 24,85+3,53 mm?, do GTA
foi de 21,20+1,31 mm? e do GTI foi de 21,85+1,92 mm?. No D49, o valor médio da
area da lesdo do GC foi de 20,08+2,89 mm?, do GTA foi de 17,18+3,69 mm? e do
GTI foi de 16,78+3,36 mm?. Todos os grupos apresentaram diminuicéo da area da
lesdo com o passar do tempo, porém em nenhum momento houve diferenca entre

0s grupos (p>0,05) (Tabela 6).

Figura 9. Imagem transversal do aparato flexor do membro toréacico de
animal do GC mostrando por meio da area delimitada pela linha branca
a area a ser mensurada do (a) tenddo do mdusculo flexor digital
superficial e (b) da leséo, fazendo uso do programa ImageJ.
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Tabela 6. Valores das médias e erros padrdes das areas dos tenddes e das lesdes nos diferentes momentos no grupo controle (GC), grupo tratado com PRP

inativado (GTI) e grupo tratado com PRP ativado (GTA).

ATT-GC

AL-GC

ATT-GTA

AL- GTA

ATT- GTI

AL- GTI

DO

127,07+6,21

125,06+9,03

131,40+7,79

D2

118,13+12,89
24,85+3,53
127,01+8,51
21,20+1,31
136,54+9,51

21,85+1,92

D7

145,98+9,68
27,82+2,53
125,35+5,97
23,61+1,87
141,14+7,79

20,79+1,93

D14

134,12+6,82
24,07+2,10
127,33+6,66
21,39+1,75
132,49+4,77

21,56+1,72

D21

135,63+6,77
24,67+2,74
123,91+4,34
21,82+2,01
137,99+8,92

18,86+1,54

D28
132,74+6,79
18,57+2,34
127,21+6,46
16,61+1,45
134,72+8,51

15,93+1,48

D35
119,98+3,48
20,35+2,57
115,80+3,91
19,69+1,62
126,66+3,93

14,42+1,83

D42
136,93+7,38
20,2543,62
190,38+70,3
13,77+1,13
120,48+4,95

15,30+3,74

D49
120,39+4,76
20,08+2,89
116,26+3,64
17,18+3,69
124,96+3,79

16,78+3,36
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Nos dias seguintes a inducdo da lesdo, a ecogenicidade em 90% das lesdes
variaram nos escores | a Il (Tabela 7). Ao longo do tempo, ocorreu melhora da
ecogenicidade nos grupos tratados a partir do D28. No D42, 65,78% dos animais do GC
tiveram ecogenicidade da lesédo classificada com escore 0 ou |, enquanto o GTI teve
81,66% e 0 GTA 82,66% dos animais com esta classificacdo. No ultimo dia de analise (D
49), o grupo controle tinha 11,84% das lesdes com escore |, o GTI 17,10% e o GTA
20,28%, enquanto o grupo GC foi o0 Unico grupo a ainda apresentar lesbes com escore llI

nesta fase do experimento (Tabela 7, Figura 11).

Tabela 7. Distribui¢c@o (%) da caracteristica da ecogenicidade dos equinos avaliados durante o experimento,
no grupo controle (GC), grupo tratado com PRP inativado (GTI) e grupo tratado com PRP ativado (GTA).

Ecogeni- DO D2 D7
cidade %
Zero I 1] 1l Zero | Il 11 Zero | Il 1
GC 23,43 53,12 21,87 156 5,26 43,85 26,31 21,05 6,55 52,45 22,95 1811
GTI 41,26 38,09 19,04 1,58 3,50 59,64 26,31 8,77 8,19 67,21 16,39 8,19
GTA 47,45 3559 1525 1,69 10,34 5345 20,68 13,79 3,28 68,85 22,95 491
D14 D21 D28
Zero I 1] 1l Zero | Il 11 Zero | Il 1
GC 5,26 64,47 15,78 145 6,57 67,10 15,78 10,52 14,47 5394 26,31 5,26
GTI 9,21 64,47 17,0 9,21 19,73 5526 22,36 2,63 15,78 56,57 23,68 3,94
GTA 8 58,67 29,33 29,3 13,15 71,05 15,78 0 7,89 64,47 25 2,63
D35 D42 D49
Zero I 1] Il Zero | Il Il Zero | 1l 1
GC 8,45 70,42 16,90 4,22 17,10 48,68 28,94 5,26 11,84 75 10,52 2,63
GTI 19,73 60,52 18,42 1,31 18,42 63,15 17,10 1,31 17,10 69,73 13,15 0
GTA 11,84 73,68 14,47 0 17,33 65,33 14,66 2,67 23,19 63,77 13,04 0
*0 = padrdo normal do tenddo (isoecoico); escala | = reducdo em 25% do padrdo isoecdico
(predominantemente isoecoico); escala Il = redug¢do em 50% do padréo isoecéico; escala Il = redu¢do em

75% do padrdo isoecoico (predominantemente anecoico); e escala IV = redu¢cdo em 100% do padrao
isoecoico (totalmente anecdico).

A ultrassonografia transversal acusou perda de parcial a total de paralelismo de
fibras na maior parte dos animais, apés a inducdo da tendinite, em todos 0S grupos.
Destes, 49% do GC, 58% do GTA e 42% do GTI foram classificados com escore de zero
e | (Figura 10). Nos ultimos dias da avaliagcdo (D35, D42 e D49), o GTA foi o que
apresentou melhor percentual de tenddes com organizacédo de fibras (Tabela 8). Em todos
0S grupos, ocorreu organizagao no paralelismo das fibras, que variou de discreto a total,
porém apenas o GC apresentou até o ultimo momento auséncia de paralelismo em 4%

das lesodes.
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Tabela 8. Distribuicdo em porcentagem da caracteristica paralelismo do dos equinos avaliados durante o
experimento, no grupo controle (GC), grupo tratado com PRP inativado (GTI) e grupo tratado com PRP

ativado (GTA).

Paralelismo% DO D2 D7
Zero | 1l Il Zero | 1l 1l Zero | 1l I
GC 20 5 45 30 27,27 22,72 31,81 18,18 31,25 31,25 3125 625
GTI 15 20 20 45 15,78 42,10 42,10 0 5 50 45 0
GTA 1428 1428 23,80 47,61 13,63 27,272 45454 13,636 0 35 55 10
D14 D21 D28
Zero | Il 1] Zero | Il 1] Zero | Il 1]
GC 4 32 48 16 8 48 20 24 4 40 52 4
GTI 0 52 32 16 4 28 48 20 0 40 56 4
GTA 4 24 60 12 0 20 48 32 8 20 64 8
D35 D42 D49
Zero | Il 1] Zero | Il 1] Zero | Il 1]
GC 8 28 48 16 4,16 375 41,66 16,66 4 36 44 16
GTI 0 24 72 4 0 44 56 0 0 44 44 12
GTA 0 32 64 4 4 24 48 24 0 39 39 21
*0 = auséncia de paralelismo, | = paralelismo discreto; Il = paralelismo parcial e Il = paralelismo total

Figura 10. Imagem longitudinal do aparato flexor do equino do membro toracico do GTA
mostrando tenddo do musculo flexor digital superficial com as fibras paralelas (seta branca), no
DO, com perda parcial de paralelismo (seta vermelha), no D2, e perda total de paralelismo (seta
amarela), no D7.
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Figura 11. Imagem transversal do aparato flexor do membro toracico do animal do GC, no D49,
mostrando por meio da area delimitada pela linha branca a area do tenddo do musculo flexor
digital superficial (a) e seta vermelha apontando a perda de ecogenicidade no local da leséo.
Imagem longitudinal do aparato flexor do equino mostrando tenddo do musculo flexor digital
superficial por meio da &rea delimitada pela linha branca (b) com as fibras com perda de
paralelismo de fibras (seta amarela).
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5 DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO LABORATORIAL

Os valores médios das variaveis hematoldgicas (niumero total de eritrocitos, volume
globular, contagem de leucécitos e contagem de plaquetas) avaliadas durante a fase
experimental apresentaram-se dentro da faixa de normalidade segundo parametros de
Hinchcliff et al., 2004 (Anexo 2). O parametro de Proteinas Totais (PPT) apresentou
variacdo (P<0,05) entre o periodo DO e D14. Isto pode ter sido atribuido & melhora da
alimentacdo dos animais que passaram a ingerir maior quantidade de proteinas devido ao
aumento de oferta de concentrado na dieta e ao curto periodo de adaptacdo antes de

iniciado a fase experimental.

5.2 INDUCAO DA TENDINITE

Para o estudo de tendinite induzida no TFDS por meio da utilizacdo de colagenase,
a dose de 2,5 mg de colagenase tipo | como descrito por Yamada et al. (2009) foi
empregado com sucesso. O protocolo utilizado levou ao estabelecimento de
caracteristicas condizentes com casos clinicos de tendinite, tais como aumento de
sensibilidade, volume e temperatura local e perda de ecogenicidade e paralelismo de
fibras no exame ultrassonogréfico. A face palmar/plantar do TFDS, no ponto de aplicacdo
de colagenase apresentou edema em todos os membros, embora este aumento nao
tenha sido estatisticamente significativo. Segundo Goodship et al. (1994) este aumento de
volume na fase inicial deve-se a presenca de liquido inflamatério e na fase final, ao tecido

cicatricial neoformado.

As enzimas bacterianas da colagenase agridem as moléculas de colageno em
multiplos locais ao longo da cadeia, causando rapida solubilizacdo do colageno,
destruicdo de células e matriz ndo-colagena, com consequente ruptura das fibras
(SPURLOCK et al.,, 1989; FOLAND et al., 1992). No exame ultrassonogréafico, este
processo determinou o estabelecimento de areas anecodicas e perda de paralelismo de

fibras, que se assemelharam as lesdes provocadas por excesso de exercicio (ALVES et
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al., 2002). A dosagem utilizada no experimento foi suficiente para promover a digestao
das fibras de colageno tendineo e perivascular, sugerindo assim, que houve a intensa
liberacdo de mediadores inflamatorios e, consequentemente, o estabelecimento do

guadro clinico caracteristico de tendinite.

5.3 PLASMA RICO EM PLAQUETA

A técnica utilizada (método dos tubos) como descrito por Ramirez (2006) foi de facil
execucao e pouco dispendiosa. Porém, o processamento e manipulacdo das amostras
tiveram que ser realizados de forma cuidadosa para evitar contaminagdes e erros de
preparacao, que corrobora com achados de estudo de Mclellan e Plevin, 2011. Para isto,
foram adotados critérios estritamente assépticos, como descrito por Ramirez (2006).
Também foram utilizados sistematicamente 0os mesmos parametros de centrifugacao,
para que fosse diminuido o grau de variagdo na concentracdo de plaquetas obtidas
(McLELLAN e PLEVIN, 2011).

A ativacdo do PRP com cloreto de calcio foi realiza com sucesso , corroborando
com achados de Carmona et al. (2007) e Maia et al. (2009). Porém, a necessidade de
utilizacdo de um segundo aparelho especifico (estufa) e o tempo necesséario para que
ocorresse todo o processo de ativacdo fez com que a preparacdo do PRP ativado fosse
mais trabalhosa, menos pratica e mais onerosa do que a do PRP inativado. A utilizacdo
do PRP inativado resultou na auséncia de uma fase no protocolo de producdo de PRP.
Assim, diminuiu-se o tempo de preparo e, por conseguinte, o tempo entre a coleta e a
utilizacdo do material. De acordo com Gregorio (2012) quanto maior o tempo para
utilizacdo, maior a degradacao dos componentes presentes no PRP (GREGORIO, 2012).
Sendo assim, em termos de aproveitamento de técnica, o0 PRP inativado se mostrou mais

viavel para a utilizac&o prética.

O protocolo adotado com dupla centrifugacéo se mostrou eficiente em concentrar
as plaquetas, com média de concentracdo de plaquetas no PRP de 2,92 + 0,17 vezes, em
relacdo ao sangue total. Esta média foi superior a estudos que utilizaram o método dos
tubos (RAMIREZ, 2006; MAIA, 2008; VENDRUSCOLO et al., 2012; GREGORIO, 2012). A
meédia de plaquetas obtidas no PRP (546.500 plaquetas. pL + 35,08) também foi superior
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a citagcdes em equinos (CARMONA et al., 2007; SCHNABEL et al., 2007; ARGUELES et
al., 2008; MAIA, 2008; VENDRUSCOLDO, et al., 2012). De outra forma, verifica-se que
todos os PRP produzidos neste experimento tiveram o valor minimo superior o 300.000
plaguetas.pL™, como o preconizado por Anitua et al. (2004). Assim, podemos concluir que
a técnica utilizada para concentracdo de plaguetas foi eficaz em concentrar o nimero de

plaguetas necessarias para que o PRP tivesse acéo positiva na reparacgéo tecidual.

Neste estudo, a diferenca encontrada sobre a concentragcdo de plaguetas em
relacdo a outros estudos pode ser atribuida a quantidade de plaquetas presente no
sangue total, ao material de coleta (tubos ou bolsas de sangue), numero de
centrifugacdes realizadas e velocidade de centrifugacdo, bem como em outras variaveis
envolvidas na obtencdo do PRP (MAIA, 2008). Nenhum dos animais do experimento
apresentou trombocitopenia, o0 que na opinido de Barbosa el al. (2006) seria um fator
limitante para a obtencdo de concentracdes adequadas de plaguetas no PRP. Marx
(2004), em um estudo in vitro, afirmou a existéncia de relagdo proporcional entre a
concentracdo plaquetaria e os niveis de FC. Seguindo este raciocinio, como no presente
estudo o numero de plaquetas concentradas foi elevado, entende-se que houve a

disponibilizacdo de um nivel satisfatorio de FC no local da lesé&o.

5.4 AVALIACAO CLINICA

Para a avaliacdo clinica, foram utilizados os parametros de sensibilidade local,
calor, pulso e edema. Outros estudos que avaliaram a resposta de tendinite a tratamentos
também utilizaram esta forma de julgamento para mensurar a resposta inflamatéria local
(MAIA, 2008; MARANHAO, 2008; MEIRELLES, 2010).

Foi realizada a administracdo de uma Unica dose de PRP 14 dias ap0s a inducéo
da lesdo, quando a resposta inflamatéria se apresentava mais moderada (FORTIER,
2008). Segundo Argueles et al. (2008), apenas uma aplicacdo de PRP é suficiente para o
processo de reparacado tendinea. Outros autores também tiveram resultados positivos no
processo de reparacao tendinea com apenas uma aplicacdo de PRP (ARGUELES et al.,
2008; MAIA et al., 2009; MEIRELLES et al., 2010; RAJAO et al., 2010). Em adic&o, todas
as aplicacbes foram guiadas por ultrassonografia para que as mesmas fossem feitas
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intralesionalmente, visto que o PRP tem seu efeito apenas no sitio de sua aplicacao
(ARGUELES et al., 2008; MAIA et al., 2009; OLEZA, 2009).

A fisioterapia, que consistiu em caminhada ao passo com 0s animais puxados no
cabresto, se iniciou no D14 foi realizada em todos os animais sem que nenhum tivesse
relutdncia em caminhar. Smith e Goodship (2004) afirmaram que a carga mecanica
controlada € um elemento essencial a reparagcdo tendinosa, porque melhora o processo
de remodelacdo ao estimular a atividade dos tendcitos. Em adi¢do, Schils (2010), em
pesquisas com reabilitacdo humana, mostrou que o movimento pode ser utilizado com
sucesso para produzir cicatrizacdo de melhor qualidade para os musculos, tendbes e
ligamentos por aumentar o fluxo sanguineo e linfatico, produzir tensédo para estimular a
reparacao do tecido para uma cicatrizacdo mais rapida e produzir tensédo para melhorar o
alinhamento dos tecidos durante a cicatrizacdo, além de limitar a extenséao da fibrose no
tecido conjuntivo.

Apés a aplicacdo do PRP, o GTA foi o primeiro a responder positivamente em
relacdo a diminuicdo de sensibilidade local e pulso digital. Oleza (2009) afirma que
guando o PRP sofre ativacdo por agentes externos, as plaquetas sofrem degranulacao in
vitro e os FC sao liberados antes de entrarem em contato com a leséo, proporcionando
maxima concentracédo inicial de FC. Porém, a ativacdo do PRP também ocorre pela sua
exposicdo ao colageno que, por sua vez, se encontra no tecido tendinoso (WROBLEWSKI
et al., 2010). Desta forma, Foster et al. (2009) e Mishra et al. (2009) afirmaram que a
ativacao in vivo das plaquetas através do colageno tipo | tem a vantagem de induzir a
formacao lenta do coagulo, assegurando libertacdo também lenta dos FC na area de
interesse, podendo ser considerado um ativador superior aos restantes, do ponto de vista
terapéutico. Neste trabalho, constatou-se que a ativacdo leva a uma resposta mais
precoce por ter ja em um primeiro momento a acdo ativa de todos os FC que foram
liberados. No entanto, em um segundo momento, o GTI continua com uma melhora

progressiva dos parametros clinicos, o que ndo ocorreu nOS outros grupos.

A diminui¢éo da sensibilidade observada nos animais tratados revela um possivel
citocinas proé-inflamatérias e substancias que hipersensibilizam os nociceptores, atraveés,
principalmente, do TGF-B. Além disso, seu estimulo sobre a sintese de &cido hialurénico

e, em geral, pelo reequilibrio homeostatico podem auxiliar na analgesia (OLEZA, 2009).
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Estes achados corroboram com Maia, (2008) e Carmona et al. (2009) que tiveram
reducédo da sensibilidade dolorosa nos animais tratados com o PRP.

O aumento de calor observado nos grupos tratados com PRP, apds o tratamento,
em relacdo ao GC, deve-se ao fato da degranulacdo plaquetaria ter promovido o
recrutamento de outras plaquetas, leucocitos e proteinas plasméticas (HARRISON e
CRAMER, 1993) e os FC liberados acelerarem a cicatrizacdo tecidual por meio de
estimular a proliferacdo celular, aumentar a sintese de matriz extracelular e estimular a
neovascularizacdo (OLEZA, 2009). Todos estes processos ligados a inflamacédo e a
cicatrizacdo aumentam o metabolismo local, aumentando assim a circulagcdo sanguinea e
a temperatura. Portanto, entende-se que, os animais dos grupos tratados com PRP,
apresentaram organizacao da inflamacéo, fato que gerou diminuicdo da temperatura local,
sendo mais discreta no GTI, pois a liberacdo de FC no PRP inativado ocorre mais
lentamente e por um periodo maior, conforme descrito por Foster et al. (2009) e Mishra et
al. (2009), ou seja, justificado pela formacao de novos vasos.

O GTI foi 0 grupo que permaneceu por maior tempo com aumento de calor,
confirmando mais uma vez o seu efeito terapéutico prolongado. Bosch et al. (2011)
testaram o efeito de uma Unica aplicacdo de PRP em lesdes criadas cirurgicamente em
equinos. Avaliaram ainda a neovascularizagao, por ultrassonografia com “Color Doppler’ e
realizaram exame imunoistoquimico para o fator VIl (fator de Von Willebrand), que
mostra-se presente apenas em células endoteliais intactas e funcionais. Os resultados
permitiram verificar que o0s membros tratados com PRP apresentaram maior
neovascularizacdo. Para estes autores, a melhora na vascularizacdo € entendida como
uma razao para o prolongado efeito terapéutico de uma unica aplicacao de PRP, ja que
os fatores de crescimento agem por um curto periodo. Sendo assim, quanto maior o
aumento de temperatura na fase crénica reparativa, maior o aumento do metabolismo
local e melhor é a regeneracao tecidual.

Visualmente, todos os equinos apresentaram aumento palmar/plantar no local de
inducao da leséo, que diminuiu durante o experimento. Isto ocorreu porque a fase aguda
da tendinite é caracterizada por um edema difuso sobre a regido afetada com
aparecimento do codgulo entre as fibras colagenas (REEF, 1998; SPEIRS, 1997). Porém,
nao ocorreu diferenca estatistica pela mensuracdo da circunferéncia metacarpiana a

altura do local da inducéo, nem entre os diferentes momentos de afericdo de cada grupo e
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nem entre os grupos avaliados. Este achados divergem de um experimento realizado por
Maia (2008) em cinco equinos onde induziu-se tendinite do TFDS com colagenase e
tratou-se com infiltracdo intralesional de uma unica dose de PRP. O autor observou em
inspecdo visual que o edema foi reduzido ao longo do tempo apds o tratamento e se

mostrou menos intenso no grupo tratado, em relag&o ao controle.

Em outro estudo, em que foram avaliados 15 equinos com tendinite induzida
experimentalmente por colagenase tratados com ultrassom terapéutico e arnica montana
a 20%, os equinos tratados tiveram maior reduc¢ao na intensidade do edema, mensurado
pelo perimetro do metacarpiano (MARANHAO, 2008). A média do perimetro
metacarpiano, ao final do periodo experimental, resulta ndo somente do edema
inflamatério, mas também do espessamento tendineo decorrente da proliferacao celular e
producéo de colageno imaturo (MARANHAO, 2008). Para Stashak (1991), esta condicdo
ocorre especialmente apds 45 dias de estabelecimento da lesao inicial. Deste modo, a
avaliacdo ultrassonografica realizada ajudou a determinar os fatores que exercem
influéncia sobre a circunferéncia na regiao avaliada, que foram edema e coagulo entre as
fibras colagenas. No estudo realizado por nosso grupo, apenas a regido da inducéo da
tendinite mostrou-se aumentada apds a inducéo da tendinite. Assim, pode-se concluir que
o edema ocorreu somente no local da lesé@o, que pode ser justificado com a afimacao de
Oleza (2009), que diz que os FC mitogénicos contidos nas plaquetas estéo relacionados
ao aumento da populacdo de células cicatriciais por mitogénese, podendo assim, afetar a

circunferéncia metacarpiana.

5.5 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

Durante todo o experimento, foi possivel realizar avaliacdo ultrassonografica com
0S equinos simetricamente em estacdo, com peso igualmente distribuido entre os
membros toracicos e pélvicos, mesmo apos a inducdo da lesdo, como recomendado por
Reef (1998) e Speirs (1997). O transdutor de frequéncia de 7,5 MHz utilizado com o
auxilio de espacador (standoff pad) permitiu boa visualizacdo do TFDS e das estruturas
adjacentes, permitindo a obtencdo de imagem com boa resolucdo, que de acordo com
Speirs (1997) é essencial para a avaliacdo de tenddes e ligamentos.
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As alteracdes ultrassonogréficas (edema peritendineo e perda da ecogenicidade e
do paralelismo linear das fibras colagenas) observadas até D14 foram atribuidas a acéo
catabodlica da colagenase sobre o tecido tendineo (MAIA, 2008). Esses achados
corroboram com os de outros autores (ALVES et al., 2002; FERNANDES et al., 2003;
MARANHAO, 2008; MAIA, 2008; YAMADA et al., 2009), que também observaram

modifica¢des ultrassonograficas do TFDS apo6s administracao intratendinea da enzima.

ApOs a indugdo da lesdo (D7), ocorreu aumento da area transversal do tend&o
(ATT) tanto no GC quanto nos grupos tratados, que pdde ser mensurado a partir do dia 7.
Fernandes (2001), estudando 18 equinos com tendinite induzida por colagenase, atribuiu
0 aumento da area transversal do tendao, observado em 88,88% dos animais, a pressao
intratendinea exercida pelo edema, que promoveu a separacdo dos feixes de fibras
colagenas. No nosso estudo, o aumento da ATT diminuiu gradativamente em todos 0s
grupos, que pode ser explicada pela organizacdo do tecido cicatricial e a diminuicdo do

edema.

A perda da ecogenicidade (padrdo hipoecodico e anecdico) em lesbes agudas do
TFDS corresponde a presenca de hemorragia, fibrindlise ou tecido de granulagdo inicial
(MARR et al., 1993). Segundo Gillis (2007), as lesdes tendinosas agudas sao
caracterizadas pela desintegracdo dos feixes, originando uma ecogenicidade menos
intensa (hipoecogenica) e mais irregular, cuja variacdo depende da consisténcia
morfolégica da lesdo quando do exame. No presente estudo, apds a perda inicial de
ecogenicidade foi possivel observar aumento da ecogenicidade no local da leséo a partir
de D28. Esta evolucdo positiva foi melhor observada nos grupos tratados em relacdo ao
grupo controle. Estes achados corroboram os de outros autores que observaram melhora
dos parametros ultrassonograficos em animais tratados com PRP (RAMIREZ, 2006;
MAIA, 2008; OLEZA, 2009; RAJAO et al., 2010; RIDERMANN et al., 2010)

Segundo Foland et al. (1992) e Fernandes et al. (2003), é possivel determinar a
area da lesdo entre 48 e 72 horas apos a inducdo da tendinite com colagenase.
Entretanto, outros estudos com colagenase somente mensuraram a area da lesdo a partir
do sétimo dia de indugédo (ALVES et al., 2002; MARXEN et al., 2004; MAIA, 2008). No
presente estudo, a area transversal da lesdo (ATL) pode ser mensurada a partir do

segundo dia da inducdo da tendinite, porém ocorreu aumento da area de lesdo no D7,
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guando esta foi melhor observada. Portanto, o tempo necessario para destruicdo do
coldgeno pela colagenase e a delimitacdo das alteracbes provocadas no TFDS com
tendinite provocada pela colagenase é variavel (MAIA, 2008). Os dados obtidos em nosso
estudo concordam tanto com os achados de Foland et al. (1992) e Fernandes et al.
(2003), pois observamos a lesédo causada a partir de 48 horas, quanto de Alves et al.
(2002), Marxen et al. (2004) e Maia (2008), no sentido em que observamos uma lesao

mais bem estabelecida no D7.

Houve diminuicdo da ATL durante o acompanhamento das lesdes tanto no GC,
guanto nos grupos tratados, embora ndo tenha sido observada diferenca entre 0s grupos.
Segundo Reef (1998), a diminuicdo dessa variavel ultrassonogréfica € indicativa de
cicatrizacdo e remodelacao das fibras de coldgeno. Estes achados corroboram com um
estudo com equinos (N=6) tratados com hialuronato de sédio apds 48 horas da inducdo
da tendinite e a intervalos semanais até o 42° dia de iniciado o experimento, onde
também nao apresentaram diferencas (p>0,05) ultrassonograficas (ATT, ALT e arquitetura
da leséo) entre os grupos tratados e o controle (GAUGHAN et al., 1994). Porém Maia
(2008), em um estudo com equinos (N=6) tratados com uma aplicacdo de PRP ativado
doze dias apos a inducdo da tendinite com colagenase, notou que ocorreu reducao
(p<0,05) da ATL em membros tratados com PRP, em relacdo ao controle (solucéo salina).
Tal resultado foi confirmado por outros autores (ARGUILES et al., 2008; RIDERMANN et
al., 2010). Os exercicios controlados podem ter influenciado positivamente na
organizacdo da lesdo tanto nos grupos tratados quanto no controle. Segundo Smith
(2011), exercicios ajudam na conversdao do colageno além de alinhar as fibras de
coldgeno na direcdo da forca e evitam a formacdo das aderéncias, embora em nosso
estudo néo tenha sido observada diferenca estatisticamente significativa da ATL entre os
grupos.

No presente estudo, apenas foi possivel observar melhora no paralelismo de fibras
coldgenas nos ultimos dias de avaliacdo (D35, D42 e D49), onde o GTA teve consideravel
melhora na organizacdo de fibras em relagdo aos outros grupos. O GTI também
apresentou melhora no paralelismo da lesdo com o tempo. Contrariamente, o GC,
apresentou melhora mais tardia no paralelismo de fibras, apresentando até o ultimo
momento de avaliagdo, animais com auséncia deste parametro. Estes achados

corroboram com os de Bosch et al. (2009), que relataram que nos grupos tratados com
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PRP obtiveram 80% de correto alinhamento das fibras contra 60% do grupo controle.
Maia et al. (2009) em analise histologica para verificar os efeitos do PRP no tratamento de
tendinite do TFDS, induzida por colagenase observaram que comparado com O grupo
controle, a zona lesionada dos tenddes tratados com PRP demonstrou maior organizacao
da MEC em relacdo a disposicdo das fibras de colageno e dos fibroblastos, e uma
reducdo no numero e tamanho do nucleo destas células durante a fase de remodelacgao,
sugerindo uma maior maturidade do tecido cicatricial. Estes autores também verificaram
uma diminuicdo na formacédo de aderéncias na superficie dos tendées no grupo tratado
com PRP comparativamente aos tenddes do grupo controle, reforcando a ideia de que o

tratamento com PRP promove reparacao tendinosa mais organizada e uniforme.

A melhora inicial mais rapida na organizacédo de fibras que foi observada no GTA
em relacdo ao GTI se deve ao fato da administracdo de PRP ativado (cloreto de célcio),
ter maxima concentracdo FC logo no inicio, levando ao aumento de metabolismo mais
rapida que nas lesbes tratadas com PRP inativado (McCARREL e FORTIER, 2009;
FORTIER, 2008). Por outro lado, foi possivel observar que a maioria das lesdes nos
grupos melhoraram, porém apenas algumas apresentavam paralelismo perfeito das
fibras colagenas. Segundo Dahlgren (2007), a remodelacdo tendinea se inicia seis
semanas apos a lesdo e estende-se por seis a 12 semanas ou mais. Neste sentido, a
adocdo de um tempo maior de avaliacdo permitiria a avaliacdo de um maior nimero de
animais com, provavelmente, alinhamento de fibras perfeito e uma maior diferenciacao
entre 0s grupos, caso estes fossem avaliados por um periodo mais longo do que os 49
dias adotados. No entanto, assim como para a area da lesdo, podemos especular que a
diferenca observada entre os grupos tratados com PRP e o controle, no que tange o
paralelismo de fibras, pode ser biologicamente importante e essencial para a recuperagéo

do tendao.
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6 CONCLUSOES

A administracdo de PRP, em dose Unica, aos 14 dias apos a leséo tendinea, sendo
ativado ou inativado promoveu melhora da sensibilidade local, conferindo maior

conforto para o animal durante o periodo de recuperacéo da tendinite.

O PRP ativado e inativado levou a crer que houve a tendéncia da &rea avaliada em
modificar-se de anecoéico para isoecoico, caracterizando assim, melhora da

ecogenicidade da lesdo, mensurada por ultrassonografia entre os grupos avaliados.

A administracdo de PRP promoveu melhor reorganizacédo das fibras de colageno,
mensurada por ultrassonografia, nos grupos controles em comparacdo ao grupo

tratado, em menor tempo, com a utilizagdo do PRP ativado.

O protocolo de preparo do PRP inativado foi mais rapido, portanto estando sujeito a
menos erros de técnica e sendo menos expendioso, tornando esta técnica mais

viavel de ser realizada a campo.
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ANEXO 2

Quadro 3. Intervalo de valores fisiolégicos das variaveis hematoldgicas de equinos para hemacias
(Hem), volume globular (VG), leucécitos (Leuc), proteinas totais (PPT.) e plaquetas (PIt).

Hem. (x10°/uL) VG (%) Leuc (x10°/ pL)  PPT. (g/dL) PLT. (x10%/ pL)

6,2-10,8 34 - 47 5,0-10,2 55-74 100 - 300

Fonte: HINCHCLIFF, 2004.
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