BRUNA MOTA ZANDIM

PLASMA RICO EM PLAQUETAS NO TRATAMENTO DE
TENDINOPATIA EM EQUINOS: ULTRAESTRUTURA
PLAQUETARIA, HISTOLOGIA E IMUNOISTOQUIMICA
TENDINEA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das

exigéncias do Programa de Pdés-Graduacéo
em Medicina Veterinaria, para obtencéo do

titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2011



Ficha catalografica preparada pela Secio de Catalogacio e

Classificacio da Biblioteca Central da UFV

227p
2011

Zandim, Bruna Mota, 1986-

Plasma rico em plaquetas no tratamento de
tendinopatia em equinos: ultraestrutura plaquetaria,
histologia ¢ imunoistoquimica tendinea / Bruna Mota
Zandim. — Vigosa, MG, 2011.

xi, 74f. : il. (algumas col.) ; 29¢m.

Inclui apéndices.

Orientador: Maria Verdnica de Souza.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclut bibliografia.

1. Equino - Doengas - Tratamento. 2. Equino - Tenddes
flexores - Lesdes - Tratamento. 3. Plaquetas (Sangue)
I. Universidade Federal de Vigosa. II. Titulo.

CDD 22. ed. 636.10896




BRUNA MOTA ZANDIM

PLASMA RICO EM PLAQUETAS NO TRATAMENTO DE TENDINOPATIA
EM EQUINOS: ULTRAESTRUTURA PLAQUETARIA, HISTOLOGIA E
IMUNOISTOQUIMICA TENDINEA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagio
em Medicina Veterindria, para obtengio do
titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 25 de fevereiro de 2011.

v 20 .
Profa. lené Isabét-¥argaé Viloria Prof. José Ivo Ribeiro Jinior
(Co-orientadora)

LL L Yt

Prof. José Dantas Ribeiro Filho’ Prof. laudlo César Fonseca

y

Profa|Maria Verdnicd/de Souza
(Orientadofa)




A minha familia, especialmente meus pais e minhas irméas, pelo
apoio incondicional, incentivo, confianca e amor, em mais uma

etapa da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por trilhar meus caminhos e iluminar minhas decisées.

A Universidade Federal de Vigosa, pela oportunidade de ampliar conhecimentos.

A minha orientadora, professora Maria Ver6nica de Souza, pela paciéncia, atencao,
empenho e ensinamentos.

Aos professores do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa,
em especial o Professor Laércio dos Anjos Benjamin, que contribuiram para minha
formacdo académico-profissional e me auxiliaram, direta ou indiretamente, durante a
realizacdo da pesquisa.

Aos companheiros da PoOs-graduacdo Fabricio Luciani Valente, Gabriel Andrés
Tafur Gomes Leandro Maia, que me ajudaram durante a realizacdo desse experimento.

Aos bolsistas, Pablo Costa Magalh&eduiza Neme Frassy, e as estagiarias,
Mariana Silva Duarte, Ana Carolina Perez Acuaviva Cotellesszrica Fidelis dos
Santos, pela ajuda durante as atividades relacionadas com o experimento.

Aos funcionarios do Departamento de Veterinaria, especialmente José de Oliveira
Pinto, Aécio Carlos de Oliveira José Célio de Oliveira; do Nucleo de Microscopia e
Microandlise, Karla Veloso Gongalves Ribeeg&€laudia Alencar Vanetti; do Laboratério
de Controle e Biologia de Hematozoarios e Vetores do Bioagro da Universidade Federal de
Vicosa, e do Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais, pela
colaboracédo durante a realizacdo do experimento.

Aos amigos Luciana Louzada Prates e Homero Leite Martins, pelo carinho,
disponibilidade e paciéncia.

Aos companheiros Rodrigo, Karina, Maria Clara, Nazaré, JésskRedro, pelo
carinho e acolhida.

Ao Dr. José do Carmo, pelos ensinamentos e disponibilizacdo do laboratério Prevent
para a realizacao dos procedimentos histolégicos.

Ao Professor Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo pela disponibilizacdo do
laboratério Controle e Biologia de Hematozoarios e Vetores do Bioagro.

A Capes, pela concessao de bolsa de mestrado, e a Fapemig pelo financiamento do
projeto de pesquisa.

A Ouro Fino Saude Animal Ltda, pela colaboragdo com a realizacdo da pesquisa,
pelo fornecimento do anti-inflamatoério ndo-esteroidal.

Sem a ajuda de vocés eu ndo conseguiria chegar até aqui! Muito obrigada a todos!



BIOGRAFIA

BRUNA MOTA ZANDIM, filha de Luiz Henrigue Zandim e Angelica Mota
Zandim, nasceu em 30 de abril de 1986, em Vitoria, ES.

Em dezembro de 2003 formou-se no Curso Técnico em Administracdo - Area de
Gestéo, pela Escola Técnica de Formacgao Gerencial SEBRAE Minas/Tedfilo Otoni, MG.

Em julho de 2009 graduou-se em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal de
Vicosa, Vicosa, MG. Em agosto de 2009 iniciou o Curso de Mestrado em Medicina
Veterinaria, concentrando seus estudos na Area de Clinica Médica e Cirurgia de Equideos,
incluida na linha de pesquisa intitulada Biotecnologia, Diagndstico e Controle de Doencgas

dos Animais.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS .......coovitieeieieeeieteeee oo eeesese sttt an s s e ennenenens vii

RESUMO ...ttt e ettt et s s ee e e et et s e s et et nt et s et en s s s en s enseenenanseens viii
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et et en s s se s et et et et et et e e e e et et et en s s ennnnerenaneeens X
CAPITULO | oottt ettt ettt ettt ettt e st e s be s etenenas 1

Ativacao de plaquetas: ultraestrutura e morfometria no plasma rico em plaquetas de

<10 [B 1] 0T PO P PP P PPPPPP PP 1
RESUIMQL. .. e et ettt e et et e e e et e et et e e et e e e et e e ennaaaeees 1
Y 011 =T SRR 2
INETOTUGEID ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e annann b nneneees 2
Y= (oo [0 ST USRI 4

Seleca0 € MANEJO JOS ANIMAUIS . ...uiiii i i e e e eee e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaas 4
Protocolo laboratorial para obtencéo e ativacdo do PRP ............cooooiiiiiiiiiiiiciceen, 5
Microscopia eletronica de transmissao das plaquetas presentes no PRP ....................
ANALISE ESTALISICA .....iii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e nane 9
RESUIBIAOS ...ttt e e e e e 10
Do U 1= Lo PP PP 13
(@0} o o] 1§ 157= Lo 1 18
Yo =T [=Tod 401 0 (0 L ST P PP PPPPPPPPPP 19
] (=] (= o3 - USRS 19
CAPITULO Tttt ettt s et ee et ne s e s e 26

Imunoistoquimica de TIMP-1 e TGF{1, histologia e morfometria de tendio de

equino tratado com plasma rico €m PlagqUEtas ..........ccoeeeeiiieeeiiiiiiieeeeee e 26
RESUIMQL..... e e ettt n e e e e e e e e e e e e e eennnannes 26
Y 0153 = Lo ST PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPP 27
I {10 To [0 To¥= Lo TP 27
2. Material € MELOUOS. .........uveeeieeee it e e e e e e e e s annnneeeeas 30



2.1. SeleGao € MaNEjO A0S ANIMAIS.......uuuriiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e 30

2.2. INduGA0 da tENAINOPALIA ...eevviiiieieeeieieiei e 31
2.3. Protocolo laboratorial para obtengdo do PRP ... 32
P I 4= N =1 111 (o R PP PP PP 33
2.5. Avaliagao clinica e ultrassonOgrafiCa...........ccuueeeiiiiiiiiiiiiie e 34
FZ T =T T 1] - U 34
FZ R o 1153 (o] (o o | - USSP 36
2.8. IMUNOISTOQUIMICE ...vvvvvtiiiie e i e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaeeeees 39
2.9. ANALISE ESTALISTICA ...covveeeeeeee ittt et 40
3. RESUITAUOS. ...ttt e e e e e e e eas 41
3.1. Plasma riCo €M PlaqUELAS .........uuuuiiiiiiiii e e e e e e 41
3.2. Avaliacao clinica e ultrassonNOgrafiCa...........ccuueiiieiiiiiiiiiiie e 41
I N = o] o - RSO PEUP R 44
I o 15110 0] o | = N PP P PP TP RTTPPPPPN 45
3.5, IMUNOISTOQUITMICA .....eeiieeiiiiiiiie ettt e e e e e e enb e e e e e e annes 48
4. DISCUSSE0 € CONCIUSAQ. .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e eanes 49
FNe | =T [=Tod 401 o (0 LS ST P PP PPPPPPPP 60
T (=T =] o [0l F= PP PPPPPPPI 60
Y 011 T Lo = PR PUSOP 69
APENICE 2 ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e —————— 70
APENICE 3 ... ettt e e e e e e e e e e e e e e et e e aeaaaaatee e ——————— 71
APENICE 4 .. .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaa e e e ——————— 72
APENAICE 5 ... it e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e ————— 74

\Y



ATL
ATT
CaCb
CP
EGF
EGG
HE
IGF
MMP
NaCl
OCS
PDGF
PBS
PPT
PRP
TFDP
TFDS
TGF4
TIMP

VEGF

LISTA DE ABREVIATURAS

Area transversal da lesdo

Area transversal do tend&o

Cloreto de célcio

Concentrado de plaguetas

Fator de crescimento epidermal

Eter gliceril guaiacolato
Hematoxilina-eosina

Fator de crescimento semelhante a insulina
Metaloproteinase

Cloreto de sodio

Sistema canalicular aberto

Fator de crescimento derivado da plaqueta
Tampao fosfato-salina

Proteinas plasmaticas totais

Plasma rico em plaquetas

Tendao do musculo flexor digital profundo
Tendao do musculo flexor digital superficial
Fator de crescimento transformante beta
Inibidor tecidual de metaloproteinase

Fator de crescimento vascular endotelial

Vi



RESUMO

ZANDIM, Bruna Mota, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Plasma rico em plaquetas no tratamento de tendinopatia em equinos: ultraestrutura
plaquetaria, histologia e imunoistoquimica tendineaOrientadora: Maria Verdnica de
Soua. Co-Orientadoras: Marlene Isabel Vargas VilaiAndrea Pacheco Batista Borges.

A pesquisa foi desenvolvida na forma de dois subprojetos: o primeiro foi intitulado
“Ativacado de plaquetas: ultraestrutura e morfometria no plasma rico em plaquetas de
equinos, e o segundo subprojeto, “Imunoistoquimica de TIMP-1 e TGH, histologia e
morfometria em tend&o de equino tratado com plasma rico em plagugislsetivo do
primeiro subprojeto foi investigar a capacidade de ativacdo do plasma rico em plaquetas
(PRP) por substancias farmacoldgicas, assim como verificar a necessidade ou ndo dessa
ativacdo para uso terapéutico. O PRP foi obtido de quatro equinos mesticos higidos,
machos castrados, com 13 a 16 anos (15+1anos) de idade, e processado para classificacao e
guantificacdo da morfologia plaguetaria, mediante a utilizacdo da microscopia eletrénica
de transmissdo. Todas as amostras de PRP foram ativadas com cloreto de calia (CacCl
10%, trombina bovina pura ou associada a gaClcontrole (PRP puro) néo foi ativado
farmacologicamente. Nas amostras de PRP puro, 49% das plaquetas foram classificadas
como ativacao incerta, 41% em descanso, 9% totalmente ativada e 1% com dano
irreversivel. O tratamento com CaG@ 10% proporcionou uma distribuicdo de 54% de
plaguetas com ativacdo incerta, 24% totalmente ativada, 20% em descanso, e 2% como
com dano irreversivel. Amostras tratadas com trombina bovina pura ou associada com
CaClL apresentaram morfologia plaquetaria que ndo se enquadraram na classificacao
adotada, apresentando forma irregular com emissao de grandes pseudopodes filamentosos,
aspecto de lise celular e granulos inteiros no citoplasma remanescente e meio extracelular.
Houve efeito do tratamento sobre a morfologia plaquetaria (P=Q@33ChL a 10% é um
adequado agente ativador de plaquetas. Entretanto, nos casos onde se faz necessario o uso
de PRP na forma mais liquida, recomenda-se o uso do PRP puro, que além de apresentar
uma adequada porcentagem de plaquetas totalmente ativadas, também possui importante
quantidade do tipo em descanso, que pode ser ativado por substancias presentes no tecido
lesionadoO segundo subprojeto teve como objetivo verificar o efeito terapéutico do PRP
no tratamento da tendinopatia do tenddo do musculo flexor digital superficial (TFDS),
mediante a realizacdo de estudos histolégico e imunoistoquimico (TIMP-1 1)Gls

fases inflamatdria e de proliferagcdo do processo de reparacdo. Tendinopatia do TFDS de
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ambos os membros toracicos foi induzida em seis equinos mesticos higidos, machos
castrados e com idade entre 5 e 16 anos (13+4,05anos), mediante administracao
intratendinea de 2.090 unidades de digestdo tecidual de colagenase. Apods cinco dias, um
dos membros de cada animal foi tratado com 1,8 mL de PRP puro e o outro com NaCl a
0,9%. Bidpsia para obtencdo de amostra para exames histolégico e imunoistoquimico foi
realizada trés (fase inflamatoéria) ou dezesseis (fase de proliferacéo) dias apds realizacao
dos tratamentos. O processamento das amostras para histologia seguiu os meétodos
rotineiros, e os cortes foram corados com hematoxilina-eosina, Picrosirius Red e
tricromico de Masson para avaliagdo de caracteristicas morfolégicas e organizacao
tecidual, além de realizacdo da morfometria. Para a imunoistoquimica foi adotado o
método da peroxidase indireta, utilizando anticorpos primarios anti-TIMP-1 e anti-TGF-
B1, sendo verificada a presenca ou auséncia de marcacado citoplasmatica. Em ambas as
fases, independentemente do tratamento, a area da lesdo estava preenchida por tecido de
granulacao contendo fibras colagenas esparsas com perda do paralelismo, fibroblastos com
morfologia variada e endotendao hipertrofiado, sendo essas caracteristicas mais acentuadas
na fase de proliferacdo. Os infiltrados inflamatoérios predominantes foram do tipo misto.
Ainda que o tendédo tratado com PRP tenha apresentado melhor orientacdo das fibras
colagenas, histologicamente ndo houve diferenca (P>0,05) entre os grupos. A marcacao do
TFDS foi negativa para TGFE, e positiva para TIMP-1 em alguns membros, sem
diferenca (P>0,05) entre tratamentos e fases do reparo. Uma Unica aplicacdo intralesional
de PRP puro, cinco dias apés a inducdo de tendinopatia, ndo influencia o processo de
reparacao, nem a presenca de TIMP-1 e BGhes fibroblastos nas fases inflamatoria e

de proliferacdo do processo de reparacao.



ABSTRACT

ZANDIM, Bruna Mota, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February, Fiatelet-
rich plasma in the treatment of tendinopathy in horses: platelet ultrastructure,
histology and immunohistochemical analyses of tendordviser: Maria Verdnica de
Soua. Co-advisers: Marlene Isabel Vargas Viloria and Andrea Pacheco Batista Borges.

The research was conducted in two different subprojects: the first was entitled
“Platelet activation: ultrastructure and morphometry in the platelet-rich plasma of horsés
and the second‘Immunohistochemistry of TIMP-1 and TQH, histology and
morphometry in equine tendon treated with platelet-rich plasiftee aim of the first study
was to investigate the capability of activating the platelet-rich plasma (PRP) by
pharmacological substances, as well as the need of this activation for the therapeutic uses.
The PRP was obtained from four healthy, crossbred gelding, aged 13 to 16 years (15+1
year), and processed for observation and quantification of the platelets morphology by
using of transmission electron microscopy. All PRP samples were activated with 10%
calcium chloride (CaG) solution, bovine thrombin, and bovine thrombin associated with
CaCb. The control (pure PRP) was not activated pharmacologically. In PRP pure samples,
49% of the platelets were classified as state of activation uncertain, 41% as resting, 9% as
fully activated, and 1% as irreversibly damaged. The 10% fLa@lltion treatment
provided a distribution of 54% as state of activation uncertain, 24% as fully activated, 20%
as resting, and 2% as irreversibly damaged. Samples treated with bovine thrombin alone or
associated with Caglshowed platelet morphology that did not fit in the classification
adopted, revealing irregular shape with large filamentous pseudopodia emission, cell lysis
aspect, and whole granules remaining in the cytoplasm remaining, and extracellular
environment. There was an effect of treatment on platelet morphology (P=0.03). The CacCl
10% is an appropriate platelet activator agent. However, in cases where it is necessary the
use of PRP in a more liquid form, it is recommended the use of pure PRP, which besides
presenting an adequate percentage of fully activated platelets, also has significant amount
of the resting type, which can be activated by substances present in the injured tissue. The
aim of the second subproject was to investigate the therapeutic effect of PRP in the
treatment of superficial digital flexor (SDF) tendinopathy, through histological and
immunohistochemical (TIMP-1 and TGH:) studies, in inflammatory and proliferative
phases of healing. SDF tendinopathy of both forelimbs was induced in healthy, crossbred

gelding, by intratendinous administration of 2.090 units of collagenase tissue digestion.



After five days, one forelimb of each animal was intralesional treated with 1.8 mL of pure
PRP, and the other limb with 0.9% NaCl solution. Biopsy to obtain samples for histologic
and immunohistochemical studies was performed three (inflammatory phase) or sixteen
(proliferative phase) days after treatments. The samples were processed following the
histologic routine method, and sections were stained with hematoxylin-eosin, Picrosirius
Red, and Masson's trichrome, for evaluation of morphological characteristics and tissue
organization, besides performing morphometry. For immunohistochemistry evaluation,
indirect peroxidase technique was adopted, by using of the primary antibodies antkTIMP-
and anti-TGH31, being the presence or absence of cytoplasmic staining verified. In both
phases, regardless the treatments, the injured area was filled by a granulation tissue
containing sparse collagen fibers with loss of parallelism, fibroblasts with variable
morphology, and endotenon hypertrophy, being these characteristics more pronounced in
the proliferation phase. Mixed inflammatory cell infiltrate was predominant. Although the
PRP treated tendon presented a better orientation of collagen fibers, no differences
(P>0.05) were detected between groups in histologic variables. The SDF tendon was
immunonegative stained for TGH, and immunopositive stained for TIMP-1 in some
samples, but no difference (P>0.05) was detected between treatments and stages of tendon
repair. A single intralesional application of pure PRP, five days after the induction of
tendinopathy, does not influence the healing process, nor the presence of TIMP-1 and

TGF1 in fibroblasts in both inflammatory and proliferation phases of the repair process.
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CAPITULO |
Ativagéo de plaquetas: ultraestrutura e morfometria no plasma rico em plaquetas de

equinos

Redigido conforme as normas do periédico Platelets
(Ainda seréo realizadas algumas modificacdes para atender as normas)

ZANDIM, Bruna Mota, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Plasma rico em plaquetas no tratamento de tendinopatia em equinos: ultraestrutura
plaquetaria, histologia e imunoistoquimica tendineaOrientadora: Maria Verdnica de
Souza. Co-Orientadoras: Marlene Isabel Vargas Viloria e Andrea Pacheco Batista Borges.

Resumo

O objetivo desse estudo foi investigar a capacidade de ativacdo do plasma rico em
plaguetas (PRP) por substancias farmacolégicas, assim como verificar a necessidade ou
ndo dessa ativacdo para uso terapéutico. O PRP foi obtido de quatro equinos mesticos
higidos, machos castrados, com 13 a 16 anos (15tlanos) de idade, e processado para
observacéo e quantificacdo da morfologia plaguetaria mediante a utilizacdo da microscopia
eletronica de transmissédo. Todas as amostras de PRP foram ativadas com cloreto de célcio
(CaCb) a 10%, trombina bovina pura ou associada a £&Ctontrole (PRP puro) néo foi
ativado farmacologicamente. Nas amostras de PRP puro, 49% das plaquetas foram
classificadas como ativacao incerta, 41% em repouso, 9% totalmente ativada e 1% com
dano irreversivel. O tratamento com Ca&l10% proporcionou uma distribuicdo de 54%

de plaguetas com ativacédo incerta, 24% totalmente ativada, 20% em repouso, e 2% como
com dano irreversivel. Amostras tratadas com trombina bovina apresentaram morfologia
plaguetaria que ndo se enquadraram na classificacdo adotada, apresentando forma irregular
com emissao de grandes pseuddpodes filamentosos, aspecto de rompimento e granulos
inteiros no citoplasma remanescente e meio extracelular. Houve efeito do tratamento sobre
a morfologia plaquetaria (P=0,03). CaChL a 10% € um adequado agente ativador de
plaguetas. Entretanto, nos casos onde se faz necesséario o uso de PRP na forma mais
liquida, recomenda-se o uso do PRP puro, que além de apresentar uma adequada
porcentagem de plaguetas totalmente ativadas, também possui importante quantidade do
tipo em repouso, que pode ser ativado por substancias presentes no tecido lesionado.
Palavras chave€avalos; Componentes ricos em plaguetas; Funcéo plaquetéria; Fatores de

crescimento; Microscopia eletrénica; Quantificacdo morfométrica.



Platelet activation: ultrastructure and morphometry in the platelet-rich plasma of
horses

ZANDIM, Bruna Mota, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February, Fiatelet-
rich plasma in the treatment of tendinopathy in horses: platelet ultrastructure,
histology and immunohistochemical analyses of tendordviser: Maria Verdnica de
SouzaCo-advisers: Marlene Isabel Vargas Viloria and Andrea Pacheco Batista Borges.

Abstract

The aim of this study was to investigate the capability of activating the platelet-rich plasma
(PRP) by pharmacological substances, as well as the need of this activation for the
therapeutic uses. The PRP was obtained from four healthy, crossbred, gelding horses, aged
13 to 16 years, and processed for observation and quantification of the platelets
morphology by using of transmission electron microscopy. All PRP samples were
activated with 10% calcium chloride (Caflsolution, bovine thrombin, and bovine
thrombin associated with CaCl The control (pure PRP) was not activated
pharmacologically. In PRP pure samples, 49% of the platelets were classified as state of
activation uncertain, 41% as resting, 9% as fully activated, and 1% as irreversibly
damaged. The 10% Calolution treatment provided a distribution of 54% as state of
activation uncertain, 24% as fully activated, 20% as resting, and 2% as irreversibly
damaged. The bovine thrombin treated samples showed platelet morphology that did not fit
in the classification adopted, revealing irregular shape with large filamentous pseudopodia
emission, cell lysis aspect, and whole granules remaining in the cytoplasm remaining, and
extracellular environment. There was an effect of treatment on platelet morphology
(P=0.03). The CaGl10% is an appropriate platelet activator agent. However, in cases
where it is necessary the use of PRP in a more liquid form, it is recommended the use of
pure PRP, which besides presenting an adequate percentage of fully activated platelets,
also has significant amount of the resting type, which can be activated by substances
present in the injured tissue.

Keyword: equine, components rich in platelets, platelet function, growth factors,

transmission electron microscopy.

Introducao
O plasma rico em plaquetas (PRP) e o concentrado de plaquetas (CP, composi¢cao

sélida de plaguetas sem plasma), utilizados em estudos irewtravo, constituem uma



linha de pesquisa ainda em desenvolvimento e, por isso, sdo pouco utilizados por clinicos
que trabalham com a espécie equina. As plaguetas sdo fragmentos citoplasmaticos
arucleados [1-3], derivados de megacariécitos, com aproximadamente 1 a 3 um de
diametro [1,2,4,5], e com papel fundamental na hemostase [3-5]. Normalmente, circulam
na forma em repouso [5], que apresenta aparéncia discéide [3,5] devido & estrutura do
citoesqueleto formado por microtubulos e microfilamentos de actina e miosina [5,6], e com
citoplasma contendo, mitocondrias, sistema tubular denso, sistema canalicular aberto
(OCS), particulas de glicogénio, lisossomos, peroxissomos, assim como 0s granulos de
armazaamento especificos (a-granulos e granulos densos) [1-4,6,7]. Na microscopia
cletronica de transmissdo, os a-granulos aparecem como corpos ovais a esféricos
revestidos por membrana com o interior mais eletron-denso, sendo menos eletron-densos
(mais escuros) que os granulos densos [8]. As plaquetas sdo revestidas por membrana
constituida por bicamada fosfolipidica, polissacarideos e glicoproteinas [6], cujo arranjo
estrutural permite que esse corpusculo responda rapidamente a estimulos e mudancgas no
ambientg8-11].

As plaguetas podem ser ativadas por substancias farmacoldgicas ou fisiologicas.
Uma vez ativadas, as plaquetas se modificam morfologicamente, passando da forma
discoide para arredondada, e desenvolvem pseuddpodes que se espalham pelo tecido
lesionado, fenbmeno chamado de agregacdo plaquetaria [5]. Adicionalmente, ocorre a
desgranulagdo dos seus granulos [5,6,12]. Apods estimulagdo agonista, os o-granulos
plaquetarios liberam proteinas, como por exemplo, fibrinogénio, trombonspondina e
fatores de crescimento transformante beta (B&Epidermal (EGF), derivado da plaqueta
(PDGF) e semelhante a insulina (IGF) [5,6], por pelo menos dois mecanismos: via fusao
com o OCS e consequente extrusdo de seus conteudos através de pequenos canais
presentes na membrana plasmaética [13-16], ou por exocitose, ou seja, por fusédo direta dos
a-granulos com a membrana plasmatica [17]. O OCS é constituido por tuneis interligados
que percorrem 0O citoplasma e se conectam com a membrana plasmética, reduzindo a
distancia entre o centro da plagueta e o meio externo [14].

A liberagdo de proteinas dos a-granulos no local da lesdo promove o recrutamento de
outras plaquetas, leucécitos e proteinas plasmaticas [4], iniciando o processo inflamatorio,
além de promover a angiogénese, que resulta na neovascularizacdo e formacéo de um novo
tecido conjuntivo necessario a cicatrizacéao [3,5].

O PRP tem demonstrado ser uma terapia promissora para diversas afeccdes em

animais e seres humanos, uma vez que é fonte autdgena e econdmica de fatores de



crescimento [18], atoxica e ndo imunorreativa [2,19], obtida pelo sequestro e concentracao
de plaquetas por um gradiente de densidade mediante centrifugacdo [20]. E comumente
utilizado na forma ativada apds a adicdo de agentes ativadores, como ADP [21], trombina
[22-25], tromboplastina [26], colageno [27-29], cloreto de calcio [30-39], gluconato de
calcio [40] ou a associacao de dois deles, como por exemplo, a trombina bovina e o cloreto
de célcio [29,41-44], além de tromboxano, fator ativador de plaqueta, serotonina,
epinefrina e analogos de endoperdéxido ciclico [3,5,11]. Entretanto, acredita-se que o PRP
libere fatores de crescimento sem requerer inducdo exogena da ativacao das plaquetas [45],
sendo j& utilizado em algumas pesquisas sem prévia ativacdo, para o tratamento de
afeccbes osteomusculares e em tenddes e ligamentos de equinos [45-49] e outras espécies
[39,50,51].

Nesse contexto, a falta de um estudo comparativo entre os agentes ativadores mais
utilizados indicou a necessidade da realizacdo do presente experimento, cujo objetivo foi
avaliar a capacidade de ativacdo do PRP com cloreto de calcig)(@alll%, trombina
bovina ou associacdo de ambos, e verificar a necessidade de ativacdo ou ndo do PRP para
uso terapéutico. A hipotese formulada acerca da metodologia proposta é de que a utilizacéo
em separado ou associada desses agentes ativadores promove importante ativacao
plagquetéria, o que é fundamental para a liberacao de fatores de crescimento.

Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica do Departamento de Veterinaria
da Universidade Federal de Vigcosa (DVT/UFV) sob protocolo numero 34/2009. Os
procedimentos foram realizados de acordo com as Normas de Conduta para o Uso de
Animais no Ensino, Pesquisa e Extens&do do DVT/UFV, o Cédigo de Etica Profissional do
Médico Veterinario, os principios éticos para pesquisa animal estabelecidos pelo Colégio

Brasileiro de Experimentag&do Animal e a Legislacéo brasileira vigente.

Selecdo e manejo dos animais

Foram utilizados quatro equinos mesticos higidos, machos, castrados, com idade
entre 13 e 16 anos (15+1anos) e peso entre 270 e 297 kg. Durante o processo de selecao,
objetivando assegurar higidez, todos os animais foram submetidos a exame fisico geral
(frequéncias cardiaca e respiratoria, tempo de enchimento capilar, temperatura corporal,
coloracdo das mucosas, hidratacdo e motilidade intestinal), e laboratorial [hemograma

completo e determinagédo do fibrinogénio e das proteinas plasmaticas totais (PPT)].



Trinta dias antes da obtencdo do PRP, os animais foram colocados em baias
individuais de 20 e alimentados com feno de tifton 85 (Cynodon nlemfuensis), capim
elefante (Pennisetum purpureum) picado e racao (Total Alimentos S/A, Trés Coracdes,
Minas Gerais, Brasil). Sal mineral (Nutrihorse plus, Nutriplan, Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil) e agua foram deixados ad libitum.

Duas semanas antes da obtencdo do PRP, os animais foram pesados, banhados com
carrapaticida (Ultimate, Pffizer Saude Animal, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e
vermifugados por via oral com moxidectina (Equest, Fort Dodge, Mogi Mirim, Sédo Paulo,
Brasil) na dose uUnica de 0,2 mg/kg via oral, para a eliminacdo de endo e ectgparasita
Nesse mesmo periodo, foram novamente realizados hemograma completo e determinacao

da concentracdo da PPT e do fibrinogénio.

Protocolo laboratorial para obtencéo e ativagcdo do PRP

Baseado no método descrito por Argielles et al. [31], algumas modificacdes foram
realizadas para a obtencédo do PRP. Para esse propdésito, foram coletados 81 mL de sangue
de cada animal pela puncédo da veia jugular externa em 18 tubos vacutainer (0,5 mL de
anticoagulante e 4,5 mL de sangue total) com 3,8% de citrato de sédio (0,199 mol/L)
(Becton Dickinson Industrias Cirargicas Ltda, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil).
Adicionalmente, outros 4,5 mL de sangue total foram obtidos em tubo contendo EDTA
(Becton Dickinson Industrias Cirargicas Ltda, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil) para
contagem sanguinea de plaquetas, que foi realizada automaticamente (HumaCount plus,
Human do Brasil, Recife, Pernambuco, Brasil).

As amostras de sangue obtidas com citrato de sédio foram homogeneizadas e
centrifugadas a 120 g por cinco minutos. De cada tubo centrifugado foi descartado 50% da
coluna sobrenadante (Figura 1A), com o propoésito de se usar plasma com uma
concentracdo de plaguetas maior na segunda centrifugacgéao.

Do plasma restante nos 18 tubos, foram pipetados 1,1 mL préximo a camada
leucocitaria, perfazendo um total de 20 mL, que foram acondicionados em dois tubos
estéreis de polipropileno sem anticoagulante (Becton Dickinson Indastrias Cirdrgicas Ltda,
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil) com capacidade para 10 mL. Em seguiddizZaidaea
nova centrifugacdo a 240 g por cinco minutos. Apos esta segunda centrifugacao, o plasma
se apresentou dividido em duas fragbes: o sobrenadante (plasma pobre em plaquetas) e a
fracdo remanescente, denominada plasma rico em plaquetas. Finalmente, um volume de

aproximadamente 75% do plasma obtido de cada tubo foi descartado (Figura 1B), e um



total de 5 mL do PRP foi acondicionado em um novo tubo estéril sem anticoagulante. Uma
fracdo de 10 pL foi utilizada para contagem manual de plaquetas (método de Rees e Ecker
[52]), pois a contagem automatica seria prejudicada, ou até mesmo impossibilitada, devido

a existéncia de agrupamentos plaquetarios no PRP.

Figura 1-Amostras de sangue acondicionadas em tubos com citrato de sodio a 3,8% apos
centrifugagdo a 120 g por cinco minutos, e eliminagcdo de 50% do plasma sobrenadante,
demonstrada pela linha vermelha (A). Depois da segunda centrifugacdo, foram eliminados

75% da coluna de plasma, com destaque para o botdo de plaguetas (seta) (B).

Para a ativacao, aliquotas de 0,9 mL do PRP foram pipetadas em quatro novos tubos
estéreis. A ativacao foi realizada mediante a adi¢cdo de 50 pL dg (C&Zeto de calcio
11,1%, 1 M, Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) a 10% [32], 50 uL
(20 UI) de trombina bovina (Bovine thrombin lyophilized powder, 59 NIG units/mg,
Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) diluida em agua Milli-Q,
conforme realizado por Aspenberg e Virchenko [22] e Waselau et al. [25], ou 50 pL de
trombina bovina (20 Ul) diluida em CaGl 10%. No tubo remanescente, o PRP néao foi
ativado, mas recebeu 50 pL de agua Milli-Q e foi considerado como controle (Figura 2A).

Os tubos contendo o PRP com as substancias ativadoras, assim como o0 puro (sem
ativacdo), foram acondicionados em estufa entre 20 a 22°C por duas horas, com a

finalidade de favorecer a desgranulacao plaquetéaria (Figura 2B) [31,37,38,53].



Figura 2-PRP néo ativado (I) e ativado com trombina bovina (ll), CaQl0% (Ill) e
trombina associada a CaCh 10% (IV) (A). Aparéncia coagulada das amostras com

trombina bovina ap6s permanecerem duas horas na estufa entre 20 e 22°C (B).

Microscopia eletronica de transmisséo das plaquetas presentes no PRP

A ultraestrutura plaquetaria foi avaliada nas aliquotas de PRP puro e ativadas com
CaCh a 10%, trombina e trombina associada ao €aCl0%, mediante a utilizacdo de
microscopia eletrénica de transmisséo, conforme descrito por Paes Leme et al. [54], com
modificacbes. Para isso, cada tubo contendo 0,95 mL de PRP recebeu 0,1 mL de
glutaraldeido (Glutaraldehyde EM grade 25%, Koch Instrumentos Cientificos Ltda, Séo
Paulo, S&o Paulo, Brasil) a 10%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 520 g por
20 minutos, resultando em um conteldo de aspecto gelatinoso (Figura 3A). A amostra de
cada tubo foi removida e seccionada em fragmentos com volume aproximado de 1 mm
que foram acondicionados em eppendorfs e fixados em solucdo de Karnovsky 0,1 M
modificada [glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, S&o Paulo,
Sé&o Paulo, Brasil) a 2,5% e tampao fosfato (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, S&o Paulo, S&o
Paulo, Brasil) a 0,1 M com pH 7,4] por seis horas a 4°C.

Apos trés lavagens sucessivas com tampao fosfato 0,1 M por dez minutos cada, foi
realizada a pos-fixacdo em tetroxido de O6smio (Osmium tetroxide crystal 1 g, Koch
Instrumentos Cientificos Ltda, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil) a 1%, em solucao a 0,1 M por
uma hora a temperatura ambiente em capela de fluxo laminar. Apds trés lavagens
sucessivas as amostras foram pré-contrastadas com acetato de uranila (Uranyl acetate 25 g,
Koch Instrumentos Cientificos Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) a 0,5% (Figura 3B)
durante doze horas, a 4°C.

Posteriormente, as amostras foram lavadas por trés vezes com tampao fosfato 0,1 M,
sendo entdo iniciado o processo de desidratacdo em diluicbes sequenciais de acetona
(Acetona PA, ACS F. Maia Induastria e Comércio Ltda, Cotia, Sdo Paulo, Brasil). Em



seguida as amostras foram infiltradas em mistura de acetona com resina Epoxy (Epoxy
Embedding Kit, Sigma-Aldrich Brasil Ltda, S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil) e,

posteriormente, colocadas em moldes de silicone, onde foi realizada a inclusdo em resina
Epoxy. Os procedimentos de preparo da resina, de infiltracdo e de polimerizacado foram

realizados segundo instru¢des do fabricante.

Figura 3-Amostras com aspecto gelatinoso apds centrifugacdo com glutaraldeido a 10%

(A) e pré-contrastacdo com acetato de uranila a 0,5% (B).

As amostras foram incubadas em estufa a 45°C por 12 horas e, posteriormente, a
60°C por 36 horas para polimerizagdo da resina. A presenca de plaguetas nos cortes
semifinos (0,25 a 0,5 um), obtidos com ultramicrétomo (Sorvall MT2-B ultra microtome,
Ivan Sorvall INC, Newtown, Conenecticut, USA) e navalha de vidro (Laminas bioslide,
Bioslide Technologies, Walnut, CA, EUA), foi comprovada mediante coloragédo com azul
de toluidina (Azul de toluidina P.A. 25 g, Allkimia Comércio de Materiais para
Laboratérios Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Em seguida, os blocos foram desbastados
com a finalidade de diminuir a area de superficie a ser utilizada na confeccédo dos cortes
ultrafinos (entre 80 e 100 nm de espessura), obtidos em ultramicrotomo com navalha de
diamante (Diamond knife ultra 35°, Diatome, AG, Biel, Suica). Os cortes foram montados
em telas de cobre (Copper grid 200 mesh square, Koch Instrumentos Cientificos Ltda, S&o
Paulo, Sdo Paulo, Brasil), com trés repeticbes para cada amostra. Na sequéncia, cada tela
foi contrastada em uma gota de acetato de uranila a 3%, por 20 minutos na auséncia de luz.
As telas foram entdo contrastadas em gotas de citrato de chumbo (Lead citrate 25 g, Koch
Instrumentos Cientificos Ltda, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil) a 10% durante cinco minutos

em ambiente com pastilhas de hidroxido de sodio para remocé&o do didxido de carbono.



Apés visualizagdo e avaliacdo de todas as telas em microscépio eletrénico de
transmissao (Zeiss EM9, Zeiss do Brasil Ltda, Sao Paulo, Sado Paulo; Tecnai G2-12 Spirit,
80 kV de tensdo, Tecnai, Hillsboro, Oregon, USA), foi realizada a quantificacdo das
plaguetas mediante observacdo de 10 malhas, com a finalidade de gerar uma porcentagem
de plaquetas representativas da amostra. As malhas foram escolhidas ao acaso, exceto
aguelas onde nédo havia corte tecidual, que ndo foram quantificados para obter uma melhor
representacdo da amostra. Para evitar a avaliacdo em duplicata dos quadrantes, foi utilizado
o recurso “fracking” do programa adotado para capturar as imagens (TIA Software,
version 2.1.8, Tecnai, Hillsboro, Oregon, USA), que permite a marcacédo dos quadrantes e
demonstra o caminho percorrido durante a analise da tela.

As plaquetas foram classificadas morfologicamente, conforme descrito por
Wurzinger e Schmid-Schonbein [8] com modificacdo, em: 0 (em repouso): ligeiramente
oval, com bordas lisas e organelas uniformemente dispersas no citoplasma; 1 (ativacéo
incerta): forma arredondada, com organelas ndo centralizadas; 2 (totalmente ativada):
forma oval irregular, com centralizacdo de organelas e emissdo de pseudopodes; 3 (dano
irreversivel): forma discoide, com organelas na periferia; e 4. com aspecto de ruptura.

As frequéncias das cinco diferentes morfologias das plaquetas (em repouso, ativacéo
incerta, totalmente ativada, com dano irreversivel e rompida) obtidas a partir das contagens
na morfometria, foram corrigidas em funcéo da concentracédo de plaquetas no sangue total
e no PRP. O numero corrigido de plaquetas, obtido para cada classe morfol6gica de cada
animal, foi resultado da divisdo do numero total de plaguetas observadas na microscopia
eletrdnica de transmisséo pelo numero total de plaquetas no PRP multiplicado pela média
geral de plaguetas no PRP (considerando todos os animais). Tal correcéo foi realizada com
0 objetivo de corrigir as diferencas inerentes aos animais (diferentes concentracfes de
plaguetas no sangue total de cada individuo, embora dentro da faixa de referéncia para a
espécie) e a imprecisdo da metodologia de obtencdo do PRP (diferentes concentracdes de
plaguetas no PRP de cada individuo). Para a realizacdo da andlise estatistica a partir dos
guatro animais utilizados no experimento, foi adotado o maior valor de plaguetas para cada

classificagdo morfoldgica.

Analise Estatistica
Para as variaveis hematoldgicas (hematécrito, hemoglobina, eritrécitos, leucocitos
totais e plaguetas) e bioquimicas (PPT e fibrinogénio), foi realizada andlise descritiva com

minimo e maximo. Para verificar se as frequéncias das diferencas encontradas entre os



tipos morfolégicos das plaquetas, assim como entre os tratamentos, foram devidas ao
acaso, ou seja, independentes, foi utilizado o teste de qui-quadrado, a 5% de significancia.
Esses testes foram processados no software Minitab versdo 16, 2010

(http://www.minitab.com/products/minitab, State College, PA).

Resultados

Os valores das variaveis hematoldgicas e bioquimicas avaliadas quinze dias antes da
realizacdo do experimento foram de 26,50 a 33,50%, 9,3 a 11,2°gf010.000 a
7.060.000 células/pL, 6.600 a 10.500 células/pL, 198.000 a 223.000 células/pL, 7,00 a
8,00 g/mni e 0,10 a 0,40 g/minpara o hematdcrito, hemoglobina, eritrécitos, leucécitos
totais, plaguetas, PPT e fibrinogénio, respectivamente.

No dia da obtencdo do PRP, a concentracdo das plaquetas no sangue total dos quatro
animais foi de 145.000 a 188.000 células/uL. J& no PRP foi de 310.000 a 650.000
células/pL.

Na observacdo geral dos campos em microscopia eletrénica de transmissao havia
presenca de eritrocitos e leucécitos polimorfonucleares em todos os tratamentos (Figura 4).
Leucécitos mononucleares foram detectados apenas nas amostras tratadas com trombina
bovina. Agregado plaquetério foi observado ocasionalmente no PRP puro (controle) e no
tratamento com trombina associada ao ¢adl0%.

Os valores maximos de plaquetas para cada classificacdo, considerando os quatro
animais, apés a correcdo do numero de plaquetas obtido na morfometria podem ser
observados no Apéndice 1. Na Tabela | sdo apresentadas as porcentagens das morfologias
somente para o PRP puro e ativado com £gls no tratamento com trombina pura ou
associada a CafLla 10%, ndo foram observadas plaquetas com aspectos que se
enquadrassem na classificacdo adotada no presente estudo, conforme descrita por
Wurzinger e Schmid-Schoénbein [8]. Houve associacao (P=0,03) entre o tipo morfolégico
de plaqueta e o tratamento.

Das plaquetas classificadas como totalmente ativadas e em repouso, 58% e 20%,
respectivamente, foram observadas no PRP ativado com &40P6, estando o restante

no PRP puro.
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Figura 4-Eletronmicrografia de eritrocito (A) e leucécito polimorfonuclear (B) observados

em todas as amostras de plasma rico em plaquetas.

Tabela I-Porcentagem de plaquetas em cada classificagdo morfolégica obtidapuréd®RP

e no PRP ativado com CacCl

Classificacdo das  prppuro ~ PRP + CaCha 10%

plaquetas (%) (%)
Em repouso 41 20
Ativagédo incerta 49 54
Totalmente ativada 9 24
Dano irreversivel 1 2

A Figura 5 mostra alguns tipos morfologicos de plaguetas presentes no PRP puro e
no ativado com cloreto de célcio a 10%. As amostras tratadas com trombina bovina pura,
assim como com associacdo de trombina e £aCl0%, apresentaram plaquetas com
morfologia distinta, caracterizada por forma irregular, emissdo de grandes pseuddpodes
filamentosos, aspecto de rompimento e granulos integros tanto no citoplasma remanescente
quanto no meio extracelular adjacente. Debris celulares e fibrina também foram

observados entre as plaquetas (Figura 6).
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Figura 5-Eletronmicrografia demonstrando agregacdo plaquetaria (cabeca de seta) e
plagueta com ativagéo incerta (seta preta), com borda irregular e descentralizacdo dos
granulos. Adicionalmente, nota-se plaqueta com morfologia totalmente ativada (seta

branca) (A). Plagueta em repouso, em forma oval, bordas lisas e com granulos dispersos
aleatoriamente (B). Plaqueta com dano irreversivel, com forma discoide e migracdo das
organelas para a periferia (C). Plaqueta totalmente ativada, com forma irregular, emisséo

de pseudopodes e centraliza¢do dos granulos (D, E).
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Figura 6-Eletronmicrografia de plaquetas com aspecto de rompimento observadas no
plasma rico em plaquetas ativado com trombina pura ou associada aaQ8@. Nota-

se agregacdo plaquetaria (cabeca de seta), formacdo de fibrina (seta preta) entre as
plaguetas e debris celulares (seta branca) dispersos no plasma (A). Detalhe de plagueta
com rompimento, apresentando protusdo citoplasmatica (circulo) e granulos integros

dentro do citoplasma e no meio extracelular (quadrado), além de fibrina (seta preta) (B).

Discussao

Os valores das variaveis hematoldgicas e bioquimicas avaliadas quinze dias antes da
realizacdo do experimento estiveram dentro dos de referéncia para a espéa@e equin
[55,56], indicando a higidez dos animais.

Todos os animais apresentaram no PRP contagens de plaquetas superiores a 300.000
células/pL, guantidade considerada como adequada por Anitua et al. [30].

A presenca de eritrécitos e polimorfonucleares em todos os tratamentos analisados
em microscopia eletronica de transmissao pode influenciar a eficiéncia do PRP no tecido
lesionado que ir4 receber a terapia. A expressao de selectinas na membrana celular ap6s
ocorrer sua fusdo com as membranas dos granulos durante o processo de exocitose
[21,57,58], pode ser responsavel pela adesdo entre plaquetas, leucécitos e mondcitos.
Entretanto, o PRP ideal ndo deve conter polimorfonucleares, uma vez que essas células
podem potencializar a resposta pro-inflamatoria fisioldgica no tecido lesionado mediante a
ativacdo de receptores de adesdo a outras células do sistema imune, e secrecdo de
qguimiocinas e citocinas, que promoverdo diferenciagao celular [59]. Adicionalmente, os

neutréfilos expressam enzimas que degradam a matriz extracelular, como as
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metaloproteinases MMP-8 e MMP-9, e liberam espécies reativas de oxigénio que destroem
tanto as células danificadas quanto as saudéaveis [60].

Rinder et al. [21] estudando a adesdo in vitro de plaquetas a leucécitos, observaram
que 93% dos mondcitos e 82% dos polimorfonucleares se ligaram as plaquetas quando
estas foram ativadas por trombina bovina numa concentragéo final de 0,1 a 0,25 Ul/mL,
sendo essas porcentagens menores no PRP ativado com ADP ou sem ativagdo. Ainda na
opinido desses autores, a trombina promove uma maior expressao da proteina de
membrana GMP-140, que de acordo com Larsen et al. [57] é uma P-selectina responsavel
pela mediacdo da adesdo de plaguetas ativadas a polimorfonucleares e mondcitos. Esse
fato pode explicar a observacao, no presente estudo, de leucdcitos mononucleares apenas
no PRP tratado com trombina bovina, cuja concentracao final de 20 Ul/mL foi baseada em
protocolos de ativagdo do PRP pré-estabelecidos [25] e concentrado de plaquetas [22], para
uso como método terapéutico.

A agregacao plaquetaria, fendmeno caracterizado pela modificacdo morfolégica das
plaguetas apds ativacdo, com desenvolvimento de pseuddpodes, que se espalham pelo
tecido lesionado [5], foi ocasionalmente observado no presente estudo, tanto no PRP puro
quanto no ativado com trombina associada a £a@l0%. Este foi um evento acidental,
podendo ser decorrente da presenca de hemoglobina livre [61] ou mesmo pelo estimulo
mecanico durante o processo de centrifugacdo [62]. Embora hematdcritos elevados
também possam induzir a ocorréncia de agregado plaquetario [62], esse fator ndo deve ter
influenciado a ocorréncia do agregado na presente pesquisa, ja que os valores dessa
variavel estiveram, como mencionado anteriormente, dentro do padréo de referéncia para a
espécie. Outras possiveis causas sdo a presenca de fibrinogénio, do fator de Von
Willebrand (vVWHf) e de proteinas adesivas secretadas pelos granulos plaquetarios quando as
plaguetas se encontram em estagio ativado, que podem ser responsaveis pela formacao de
pontes entre elas [30]. Segundo Blair e Flaumenhaft [3], essas proteinas adesivas sao
responsaveis por promover interacées plagueta-plaqueta.

A ativacao de plaquetas ocorre com a finalidade de ampliar a resposta inflamatoria a
leséo existente, de forma a promover uma recuperacdo mais rapida e eficaz. Entretanto, a
ativacdo excessiva com formacéo incontrolavel de agregados plaquetarios € responsavel
por uma seérie de fendbmenos tromboembdlicos, principalmente dentro das artérias [6].
Nesse sentido, deve-se ter o maximo de cuidado durante o preparo do PRP para que néo
ocorra hemoélise nem mistura das colunas de leucécitos ou de células vermelhas com o

plasma durante a manipulacdo dos tubos centrifugados. Entretanto, por maior que seja a
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cautela durante o processamento de obtencdo do PRP, sempre existe a possibilidade de
ocorréncia de contaminacao por falha humana ou durante o processo de centrifugacao.

Tanto o PRP puro quanto o ativado com GaCl10% possibilitaram a visualizacao
de plaquetas totalmente ativadas, com forma arredondada, emissdo de pseudodpodes e
organelas centralizadas. Essas caracteristicas também foram observadas em outros estudos
ultraestruturais com PRP nao ativado farmacologicamente, para avaliar a morfologia de
plaguetas in vitro, quando submetidas a forcas de cisalhamento com a finalidade de se
mimetizar o fluxo sanguineo [8,63], e in vivo, quando expostas a toxinas liberadas durante
sobrecarga por grdos, usada na inducdo experimental de laminite, com ou sem prévio
tratamento com drogas anti-inflamatoérias nao-esteroidais, que podem inibir a agregacéo
plaquetaria [54].

No presente estudo ficou demonstrada diferenca entre os tratamentos na eficacia da
desgranulacédo das plaquetas. O PRP puro e o ativado com &£40% apresentara
padrdo semelhante, embora o ndo ativado tenha demonstrado quantidade de plaquetas em
repouso. Esse tipo morfologico de plaqueta é inerte, ou seja, ndo exerce fungéo secretoria,
ja que nao libera fatores de crescimento, mas pode fazé-lo quando ativado pelo colageno
[5,6,10,11] e outras substancias presentes no tecido lesionado, como adrenalina e
serotonina [6], fibrina e plaquetas teciduais ja ativadas apds lesdo de endotélio [64-66].
Portanto, PRP puro possui grande potencial para ativacdo e, consequentemente,
desgranulacédo, dependendo da degradacao e do tamanho da leséo.

O PRP sem ativador apresentou ainda um namero elevado de plaquetas com ativacao
incerta. Ndo se conhece a capacidade dessas plaquetas promoverem a desgranulacao, mas €
possivel que possam finalizar seu processo de ativacdo e tornarem-se totalmente ativadas
no tecido onde o PRP sera colocado, podendo, a partir de entéo, liberar o conteido de seus
granulos através da exocitose.

Plaquetas com dano irreversivel foram observadas tanto no PRP puro quanto no
ativado com CaGla 10%. Segundo Wurzinger e Schmid-Schénbein [8] esta forma é
caracterizada por degeneracdo em forma de baldo como consequéncia do influxo de liquido
extracelular através da membrana plasmatica ndo totalmente imegiéeracdo de
membrana poderia prejudicar a fusdo dos granulos com a mesma e, consequentemente,
influenciar a quantidade de fatores de crescimento liberados. Portanto, essa morfologia
pode ser considerada como inadequada quando se busca a obtencédo de um PRP ideal.

No presente estudo, a maioria das plaquetas totalmente ativadas foi observada no

PRP ativado com CagLh 10%. A adicdo de cloreto de calcio ao componente rico em
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plaguetas promove a formacdo de trombina natural, mimetizando o processo fisiol6gico de
formacdo do coagulo, e permite a liberacdo de fatores de crescimento por um maior
periodo, o que pode ser crucial na reparacao e cicatrizacdo tecidual [67]. Nessas plaquetas
ativadas, os granulos ja devem estar prontos para sofrerem a desgranulagéo e dibseracao
fatores de crescimento atuantes na reparacéo da lesao [4]. Em estudo in vitro, White et a
[68] utilizaram 0,2 mL de Cagh 0,025 M (0,277%) para ativar as plaquetas e estimular a
formacéo de coagulos em PPR humano. Os autores investigaram a relacao plagueta-fibrina
na formacdo de coagulos e foram capazes de evidenciar por avaliacdo ultraestrutural,
alteracdes morfologicas nas plaquetas ativadas e sua capacidade em formar agregados.

A adicdo de trombina ao PRP resulta na formacao de fibrina e provoca alteracdes
morfolégicas marcantes nas plaquetas, como mudanca de forma, desenvolvimento de
pseuddpodes, centralizacdo e fusdo dos granulos [69], assim como liberacdo de seus
contetdos [23,69]. Entretanto, a intensidade de ativacdo das plaquetas e,
consequentemente, alteracbes na sua morfologia, pode ser influenciada pela concentracao
da trombina no PRP, conforme observado por White e Krumwiede [13] em estudo
ultraestrutural in vitro de plaquetas de humanos expostas a diferentes concentracdes de
trombina. No presente estudo, o PRP ativado com trombina pura ou associada,ao CacCl
10%, apresentaram plaquetas com morfologia que nédo se enquadrou na classificacao
adotada, caracterizada por uma forma irregular, com aspecto de rompimento e emissao de
pseuddpodes filamentosos, gerando grandes protrusdes citoplasmaticas. Wurzinger et al.
[63] encontraram formas semelhantes em estudo in vitro com PRP exptestadeorca
de cisalhamento (equivalente ou superior a 170°[9om113 ms) em fluxo viscométrico.

Apesar do aspecto morfologico apresentado por essas plaguetas, os granulos ainda
podiam ser observados no interior de remanescentes citoplasmaticos, assim como na regiao
adjacente. Isso ndo implica, necessariamente, desgranulacao e liberacdo do contetudo dos
granulos. Este fato pode ser considerado como prejudicial, pois 0 que garante a qualidade
do PRP é a presenca de fatores de crescimento no plasma, liberados apés a exocitose dos
granulos plaquetarios. Em estudo in vitro, de Clerck et al. [69] observaram que antes do
inicio da retragdo do coadgulo do PRP humano ativado com concentragdes de trombina
acima de 10 Ul/mL, as plaquetas mostraram extensa formacdo de protrusdes
citoplasmaticas com grande propenséo a deposicao de fibrina, as quais se estendiam a uma
zona central de fusdo granular. Adicionalmente, com o desenvolvimento da retracdo do
coagulo, foram formadas extensas aglomeracdes de plaqueta e fibrina, ocorrendo,

aparentemente, desgranulacdo plaquetaria. Por outro lado, White et al. [68] também

16



observaram essa morfologia ao avaliar a relagdo plaqueta-fibrina em coagulos de sangue
humano apos adicdo de 0,2 mL de Ga€l0,025 M (0,277%), denominando-as de
formacdes de rosetas.

A adicdo de pequena quantidade de trombina humana diluida em solucdo de
gluconato de célcio ao PRP promove imediata coagulacdo [40], alterando a consisténcia do
PRP liquido para gel [23], dificultando sua aplicacdo por meio de agulhas [40]. Nesses
casos, a administracdo simultdnea sem prévia mistura € uma boa alternativa [40], pois
parece melhorar a desgranulacdo plaquetaria e, possivelmente, a liberacdo de fatores de
crescimento, além de promover a retencdo de plaquetas na lesdo [25]. Esta técnica foi
utilizada por vérios autores [22,25,27,40-42,46,59].

Por outro lado, devida importancia deve ser dada a utilizacdo da trombina bovina
como agente ativador de plaguetas, visto que esta substancia pode causar o
desenvolvimento de anticorpos anti-trombina, anti-fator V e anti-fator XI, resultando em
problemas que variam desde sangramento intenso a sindromes autoimunes [70,71]. Estudo
in vitro realizado por Fufa et al. [29] revelou contracdo rapida e acentuada do coagulo
gelatinoso ao se utilizar trombina bovina como agente ativador de PRP obtido a partir de
sangue humano, o que pode inibir o preenchimento e a cicatrizagdo de feridas.

Segundo Marx [72] e Pietrzak e Eppley [73], os fatores de crescimento s&o
secretados ativamente dos a-granulos durante os primeiros 10 minutos da coagulacéo,
sendo que mais de 95% dos fatores presintetizados séo liberados dentro da primeira hora
[74]. Além disso, os que sdo secretados podem permanecer no coagulo de fibrina, sendo
lentamente liberados durante a degradacdo do mesmo [59]. E possivel que isto ocorra nos
componentes ricos em plaquetas logo apds a sua preparacdo. Assim, recomenda-se 0 uso
imediato do concentrado de plaquetas [75] e PRP [72,76] ap0s a sua preparacéo, sendo o
tempo maximo para utilizacdo de 8 horas, quando finalmente pode ocorrer a perda da sua
estabilidade [72,76] e deficiéncia nas proteinas secretoras expressadas [73]. No presente
estudo, apGs administracdo do agente ativador, o PRP foi colocado em estufa, ja que se
buscava uma otimizacdo da desgranulacao [31,37,38,53], essencial para a execucdo do
estudo ultraestrutural cuja finalidade foi indicar o ativador de plaguetas mais adequado ao
uso terapéutico do PRP.

Ainda que se tenha conhecimento de que o PRP deve ser ativado para que as
plaguetas possam liberar o conteudo de seus granulos e formar coagulos, disponibilizando
um veiculo para conter as proteinas secretadas e manter sua presenca no local da ferida

[73], existe controvérsia sobre a necessidade ou ndo dessa ativacdo antes da sua
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administragcdo, particularmente com a trombina. Apesar da importancia da utilizagcdo de
agentes ativadores, sabe-se que o0 estresse mecanico causado pela centrifugacao durante o
preparo do plasma rico em plaquetas pode ativar algumas plaquetas [19,77], 0 que explica

a presenca desse tipo morfolégico no PRP puro avaliado no presente estudo. Nesse sentido,
varios experimentos ja utilizaram PRP puro, ou seja, sem a prévia adicdo de agentes
farmacolégicos ativadores, em pesquisas realizadas tanto em equinos [45,47-49] quanto em
humanos [50,51].

Como nado existem estudos morfométricos de plaquetas presentes no PRP
comparando diferentes substancias ativadoras, os dados obtidos na presente pesquisa nao
puderam ser comparados. Adicionalmente, a hipotese nao foi comprovada, uma vez que a
morfologia das plaquetas visualizadas no PRP ativado com trombina nao foram
caracteristicas de desgranulacdo. Levando em consideracdo que plaguetas totalmente
ativadas apresentam maior probabilidade de realizar a desgranulagédo, com consequente
liberacdo dos fatores de crescimento, um PRP que apresente maior propor¢do dessa
morfologia é considerado como o mais adequado. A analise ultraestrutural realizada no
presente estudo revelou que o PRP ativado com,@al% € o ideal, pois apresentou a
maior quantidade de plaquetas classificadas como totalmente ativadas. Entretanto, quando
se necessita um PRP mais fluido, de facil administragdo em tenddes e ligamentos, 0 uso de
CaClh a 10% como ativador pode nédo ser viavel, visto que sua adicdo promove a formacao
de um gel. Para tal aplicacdo recomenda-se 0 uso de PRP puro, que na presente pesquisa
foi 0o segundo tratamento com maior percentagem de plaquetas totalmente ativadas.
Adicionalmente, as plaquetas em repouso, também presentes no PRP puro, podem sofrer
ativacdo no proprio tecido a ser administrado, havendo assim a liberacdo dos fatores de
crescimento presentes nos granulos plaquetarios. Por outro lado, como pode ocorrer perda
da estabilidade e deficiéncia nas proteinas secretoras expressas no PRP quando nao
utilizado rapidamente, é importante que se facam estudos ultraestruturais imediatamente
apds 0 seu preparo, assim como pesquisas que quantifiguem os fatores de crescimento no

PRP ativado ou ndo farmacologicamente.

Concluséo

O cloreto de célcio a 10% € uma substancia ativadora adequada para plaquetas.
Entretanto, o plasma rico em plaquetas (PRP) pode ser utilizado sem prévia ativagdo por
agentes farmacoldgicos, por apresentar grande porcentagem de plaquetas totalmente

ativadas apoés os procedimentos de rotina para a sua obtencao.
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Resumo

O objetivo desta pesquisa foi verificar o efeito terapéutico do plasma rico em plaquetas
(PRP) no tratamento da tendinopatia do tenddo do musculo flexor digital superficial
(TFDS), mediante a realizacdo de estudos histolégico e imunoistoquimico (TIMP-1 e TGF-
B1), nas fases inflamatéria e de proliferacdo do processo de reparagdo. Cinco dias apds

inducdo da tendinopatia por colagenase, os membros toracicos de seis equinos foram
tratados via intralesional com PRP ou NaCl a 0,9%. Biopsia foi realizada trés ou 16 dias
apos tratamentos. Em ambas as fases e tratamentos, a area da lesédo estava preenchida por
tecido de granulacdo contendo fibras colagenas esparsas com perda do paralelismo,
fibroblastos com morfologia variada e endotenddo hipertrofiado, sendo essas
caracteristicas mais acentuadas na fase de proliferacdo, sem haver diferenca entre
tratamentos. A marcacdo do TFDS foi negativa para fGk-positiva para TIMP-1 em

alguns membros, sem diferenca entre tratamentos e fases do reparo tendineo.

Palavras chave-Cavalos; Componentes ricos em plaquetas; Fatores de crescimento;
Estruturas tendineas; Anatomia patoldgica; Quantificacdo morfométrica.
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Immunohistochemistry of TIMP-1 and TGF-B1, histology and morphometry in
equine tendon treated with platelet-rich plasma

ZANDIM, Bruna Mota, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, Fiatelet-
rich plasma in the treatment of tendinopathy in horses: platelet ultrastructure,
histology and immunohistochemical analyses of tendordviser: Maria Verdnica de
SouzaCo-advisers: Marlene Isabel Vargas Viloria and Andrea Pacheco Batista Borges.

Abstract

The aim of this research was to investigate the therapeutic effect of platelet-rich plasma
(PRP) in the treatment of superficial digital flexor (SDF) tendinopathy, through
histological and immunohistochemical (TIMP-1 and TP -studies, in inflammatory and
proliferative phases of healing. Five days after the tendinopathy induction with
collagenase, the forelimbs of six gelding were intralesional treated with PRP or saline.
Biopsy was performed three or sixteen days after treatments. In both phases and
treatments, the injured area was filled by a granulation tissue containing sparse collagen
fibers with loss of parallelism, fibroblasts with variable morphology, and endotenon
hypertrophy, being these characteristics more pronounced in the proliferation phase, with
no difference between groups. The SDF tendon was immunonegative stained f3t, TGF-
and immunopositive stained for TIMP-1 in some samples, but no difference was detected
between treatments and stages of tendon repair.

Keywords: horses; components rich in platelets; growth factors; tendon structures;

pathology anatomy; morphometric quantification.

1. Introducéo

O tenddo € um conjunto de tecidos responsavel pela sustentacdo do aparelho
locomotor, composto por fibras colagenas principalmente do tipo |, proteoglicanos,
glicoproteinas, agua (Wang, 2006; Thorpe et al., 2010), condrdcitos, células sinoviais e
endoteliais e, principalmente, fibroblastos e fibrécitos, também conhecidos como
tenoblastos e tendcitos (Kannus, 2000). Os fibroblastos se alinham em fileiras entre os
feixes de fibras colagenas, sendo responsaveis pela sintese de proteinas da matriz
extracelular, além da remodelacdo dessa matriz durante a reparagdo do tenddo (Wang,
2006). Embora a diferenca exata entre fibroblastos e fibrocitos ainda ndo esteja bem

documentada no tendao (Cowin e Doty, 2007), os fibrocitos surgem com o avancar da
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idade do tecido, a medida que os fibroblastos vdo amadurecendo, se transformando e se
tornando muito alongados (Kannus, 2000).

Estruturalmente, o tendédo € caracterizado por uma unidade hierarquica, composta de
moléculas de colageno, fibrilas, feixes de fibras e fasciculos, dispostos paralelamente, ao
longo do eixo do tenddo (Sharma e Maffulli, 2005; Wang, 2006; Dahlgren, 2007). As
moléculas de colageno se agrupam para formar as fibrilas, enquanto as fibras séo
constituidas de fibrilas envoltas pelo endotenddo, uma delgada camada de tecido
conjuntivo que contém vasos sanguineos e linfaticos, além de nervos. Feixes de fibras
formam os fasciculos, e o conjunto de fasciculos € envolvido pelo epitenddo, que € uma
delgada camada de tecido conjuntivo frouxo contendo suplemento sanguineo, linfatico e
nervoso para o tendao (Kasterlic et al., 1978; Sharma e Maffulli, 2005; Cowin e Doty,
2007). Os tendbes sdo envolvidos ainda por uma terceira camada de tecido conjuntivo,
denominada de paratend&o (Sharma e Maffulli, 2005; Wang, 2006; Cowin e Doty, 2007).
O epitendéo e o paratenddo compdem o chamado peritenddo (Wang, 2006), que reduz a
friccdo com o tecido adjacente (Schatzker e Branemark, 1969).

Até recentemente, o termo tendinite era normalmente utilizado para as anormalidades
cronicas dos tendfes, porém sugerindo a presenca de processo inflamatério (Alfredson,
2003; Maffulli et al., 2003). Entretanto, estudos histolégicos mostraram que esses casos
eram acompanhados de reparacédo tecidual anormal e degeneracdo, sendo que a melhor
terminologia, defendida por alguns autores, € a tendinopatia, quando existe quadro clinico
de dor, edema e reducdo do desempenho (Alfredson, 2003; Maffulli et al., 2003; Wang et
al., 2006).

Esta afeccdo é bastante frequente no tenddo do musculo flexor digital superficial
(TFDS) de equinos (O’Meara et al., 2010), estrutura mais importante no armazenamento
de energia durante a locomocao da espécie (Batson et al., 2003). Estudo epidemiologico
realizado por Singer et al. (2008) em animais utilizados em competicdes de um dia ou
concurso internacional completo revelou que 21% (N=83) dos animais ndo puderam
participar do evento completo devido a lesbes. Dentre elas, as que acometeram os tenddes
e ligamentos foram as mais comuns (43,4%), sendo o TFDS afetado em 33,3% dos casos.
Devido as frequentes lesbes, dimensdo e posicdo superficial, o TFDS do equino é
considerado um excelente modelo para o estudo das tendinopatias, inclusive de atletas
humanos (Crass et al., 1992; Goodship e Birch, 2001; van Schie et al., 2000).

Terapia alternativa para o tratamento de tendinopatias, o plasma rico em plaquetas

(PRP) é uma fonte autdogena e econdmica de fatores de crescimento, que ficam contidos
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nos granulos plaquetérios, sendo considerados responsaveis pelo efeito dessa terapia na
modulacdo e na aceleracdo dos processos de reparacéo tecidual (de Mos et al., 2008;
Alsousou et al. 2009; Bosch et al., 2009; Foster et al., 2009). Esses fatores sdo condutores
ou moduladores essenciais na regulacédo dos eventos celulares envolvidos na reparacao por
influenciarem significativamente a deposicdo da matriz extracelular e propiciarem a
quimiotaxia para o local da lesdo (Werner e Grose, 2003; Sutter et al., 2004; Everts et al.
2006a; Woodell-May e Pietrzak, 2008), recrutando plaquetas e leucocitos (Harrison e
Cramer, 1993; Werner e Grose, 2003; Woodell-May e Pietrzak, 2008), além de
promoverem neovascularizacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (Werner e Grose,
2003; Sutter et al., 2004; Everts et al., 2006a), e apresentarem outras fun¢des, como, por
exemplo, o controle da morte celular (Werner e Grose, 2003). Entre as principais
substancias presentes nas plaquetas se destacam o fator de crescimento transformante beta
(TGF$) (Werner ¢ Grose 2003; Pictrzak ¢ Eppley, 2005; Everts et al., 2006a), que
mostrou ter efeitos intensos na reparacdo tecidual (O'Kane e Ferguson, 1997), com
aumento na producdo de colageno e viabilidade celular (Molloy et al.,, 2003).
Metaloproteinases (MMP-1, -2 e -9) e seus inibidores teciduais (TIMP-1 e -4) (Blair e
Flaumenhaft, 2009) também s&o descritos como presentes nos granulos plaquetérios.

Alguns dos principais desafios no tratamento de les6es tendineas e ligamentosas sé&o
o longo periodo de reparacdo tecidual, e a qualidade das propriedades estrutural,
organizacional e mecanica do tecido cicatricial, que normalmente é mais fraco em relacéo
ao sadio (Molloy et al., 2003; Arguelles et,&@008; O’Meara et al., 2010). Como
consequénciagcorre um alto indice de recidiva. O’Meara et al. (2010) constataram, em
estudo epidemiolégico, recorréncia de lesdo no TFDS de 53% dos animais da raca Puro
Sangue Inglés, apds tratamento com IGF-1 intralesional, termocauterizacdo ou desmotomia
do ligamento acessorio superior.

Embora o PRP pareca ser uma terapia promissora, a realizacdo de estudos
controlados ainda é escassa, particularmente na espécie equina. As poucas pesquisas
realizadas utilizaram PRP ou concentrado de plaquetas (CP) como tratamento intralesional
em desmite do ligamento suspensério (Waselau et al., 2008), tendinopatia do TFDS
(Arguelles et al., 2008; Bosch et al., 2009; Maia et al., 2009a,b), em feridas de pele (Carter
et al., 2003; Monteiro et al., 2009) e osteoartrite (Carmona et al., 2007, 2009). Estudos in
vitro também foram realizados para avaliar o efeito do PRP em culturas de tenddes
(Schnabel et al.,, 2007; McCarrel e Fortier, 2009) e ligamentos (Smith et al., 2006;
McCarrel e Fortier, 2009).
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Em equinos, alguns estudos demonstraram que o PRP tem efeito benéfico quando
empregado no tratamento intralesional, tanto in vivo (Carter et al., 2003; Arguelles et al.,
2008; Waselau et al., 2008; Bosch et al., 2009) quanto in vitro (Smith et al., 2006;
Schnabel et al., 2007; McCarrel e Fortier, 2009). Entretanto, outras pesquisas nao
encontraram diferenca do PRP para a solugéo salina (Maia et al., 2009a,b; Monteiro et al.,
2009). Adicionalmente, estudo recentemente realizado em humanos demonstrou que o PRP
nao teve efeito no tratamento de tendinopatias crénicas no tendao calcanear comum (de
Vos et al., 2010), que é uma estrutura funcionalmente semelhante ao TFDS de equinos
(Crass et al., 1992). Em fungcdo do exposto, o objetivo do presente estudo foi verificar o
efeito terapéutico do PRP no tratamento da tendinopatia do TFDS, mediante estudos
histolégico e imunoistoquimico (TIMP-1 e TG, realizados nas fases inflamatéria e de
proliferacao/fibroplasia. A hipotese € que o PRP seja uma terapia eficaz no tratamento de
lesbes tendineas, por promover uma repara¢do mais uniforme e organizada, apresentar

acao anti-catabolica sobre a matriz tendinea e elevar a presenca flé. TGF-

2. Material e métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria
da Universidade Federal de Vigcosa (DVT/UFV) sob protocolo nimero 34/2009. Os
procedimentos foram realizados de acordo com as Normas de Conduta para o Uso de
Animais no Ensino, Pesquisa e Extensédo do DVT/UFV, o Cédigo de Etica Profissional do
Médico Veterinario, os principios éticos para pesquisa animal estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagédo Animal e a Legislacdo brasileira vigente.

2.1. Selecdo e manejo dos animais

Foram utilizados seis equinos mesticos higidos, machos castrados, com idade entre 5
e 16 anos (13%4,05 anos). Durante o processo de selecdo, todos os animais foram
submetidos a exame fisico geral (frequéncias cardiaca e respiratdria, tempo de enchimento
capilar, temperatura corporal, coloracdo das mucosas, hidratacdo e motilidade intestinal), e
especifico do aparelho locomotor (estatico e dinamico), bem como exame
ultrassonogréfico da regido metacarpica palmar dos membros toracicos.

Trinta dias antes da inducéo da tendinopatia, os animais foram colocados em baias
individuais de 20 e alimentados diariamente com feno de tifton 85 (Cynodon
nlemfuensis), capim elefante (Pennisetum purpureum) picado e racéo (Total Alimentos
S/A, Trés Coracdes, MG, Brasil). Sal mineral (Nutrihorse plus, Nutriplan, Juiz de Fora,

MG, Brasil) e agua foram deixados ad libitum. Duas semanas antes da inducdo da
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tendinopatia, os animais foram pesados, banhados com carrapaticida (Ultimate, Pffizer
Saude Animal, Belo Horizonte, MG, Brasil) e vermifugados por via oral com moxidectina
(Equest, Fort Dodge, Mogi Mirim, SP, Brasil), na dose unica de 0,2 mg/kg, para a
eliminacdo de ecto e endoparasitas, respectivamente. Nesse mesmo periodo foi realizado
hemograma completo, além da determinacdo da proteina plasmética total (PPT) e do
fibrinogénio.

2.2. Inducéo da tendinopatia

A tendinopatia do TFDS foi induzida experimentalmente, conforme descrito por
Nixon et al. (2008) com modificacbes, em ambos os membros toracicos de todos os
animais, mediante administracdo de 2.090 unidades de digestédo tecidual de colagenase
(Collagenase type 1: C-0130, Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) diluida em
0,3 mL de agua Milli-Q.

Apos tricotomia, o ponto meédio palmar entre a face distal do osso acessoério do carpo
e a extremidade apical dos 0ossos sesamoides proximais, foi definido com o auxilio de uma
régua. Entretanto, quando a regido de inducdo coincidiu com a localizacdo do ramo
comunicante dos nervos palmares, a administracdo da colagenase foi realizada 1 cm distal
a ele, para ndo comprometer essa estrutura anatomica, de forma que o local da les&o variou
entre 13 a 15 cm distal ao 0sso acessorio do carpo. Uma vez definido o local, o tendao foi
examinado ultrassonograficamente em plano transversal com um transdutor linear de 7,5
MHz (Medison do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) para mensurar a distancia da
superficie da pele até o centro do TFDS por aspecto visual (Fig. 1), conforme descrito por
Maia et al. (2009Db).

Para a administracdo de colagenase, os animais foram sedados com 1 mg/kg de
xilazina a 10% (Sedazine, Fort Dodge, Mogi Mirim, SP, Brasil) via intravenosa. Foram
realizados antissepsia local e bloqueio dos nervos palmares lateral e medial na regido
metacarpica proximal, utilizando-se 3 mL de lidocaina a 2% (Cloridrato de lidocaina,
Hipolador, Borges Sabara, MG, Brasil), sem vasoconstritor. Apds nova antissepsia local, a
solucédo de colagenase foi injetada via intratendinea, guiada pelo ultrassom, utilizando-se
agulha hipodérmica de 21 gauge (Becton Dickinson and Company Rutherford, New
Jersey, USA).

Apo6s inducéo da tendinopatia, uma marcacdo com caneta para pele (Texta Fineline
700, Livraria Sol, Sao Paulo, SP, Brasil) e um ponto de sutura simples separado foram
realizados na pele dorsal de cada membro toracico para identificar a altura da lesao

localizada na superficie palmar, facilitar o reconhecimento do local de aplicacdo dos
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tratamentos, assim como a obtencdo da amostra de tenddo durante a bidpsia. Em seguida,
foi aplicada bandagem compressiva na regido metacarpica, que permaneceu por 24 horas.
No periodo compreendido entre a inducdo da tendinopatia e o tratamento, os animais

permaneceram em repouso nas baias.

Fig. 1-Mensuracéo da distancia da superficie da pele até o centro do tenddo do musculo
flexor digital superficial na imagem ultrassonografica (corte transversal) antes da inducao

da tendinopatia.

2.3. Protocolo laboratorial para obtengédo do PRP

Baseado no método descrito por Arglelles et al. (2006), algumas modificacbes foram
realizadas para a obtencédo do PRP. Para esse propdésito, foram coletados 81 mL de sangue
de cada animal por punc¢do da veia jugular externa em 18 tubos vacutainer (0,5 mL de
anticoagulante e 4,5 mL de sangue total) com 3,8% de citrato de sédio (0,199 mol/L)
(Becton Dickinson and Company Rutherford, New Jersey, USA). Além disso, outros 4,5
mL de sangue total foram obtidos em tubo contendo EDTA (Becton Dickinson and
Company Rutherford, New Jersey, USA) para determinacdo da contagem sanguinea de
plaquetas, que foi realizada automaticamente (HumaCount plus, Human do Brasil, Recife,
PE, Brasil).

As amostras de sangue obtidas com citrato de sédio foram homogeneizadas e
centrifugadas a 120 g por cinco minutos. Na sequéncia, foram descartados 50% da coluna
sobrenadante, com o propésito de se usar um plasma com uma concentracao de plaguetas
maior na segunda centrifugacdo. Do plasma restante nos 18 tubos, foram coletados 1,1 mL

proximo a camada leucocitéria, perfazendo um total de 20 mL acondicionados em dois
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tubos estéreis de polipropileno sem anticoagulante (Becton Dickinson and Company
Rutherford, New Jersey, USA). Em seguida, foi realizada uma nova centrifugagéo a 240 g
por cinco minutos. ApOs esta segunda centrifugacdo, o plasma se apresentou dividido em
duas fracdes: o sobrenadante (plasma pobre em plaquetas) e a fracdo remanescente,
denominada plasma rico em plaquetas. Finalmente, um volume de aproximadamente 75%
do plasma pobre em plaquetas obtido de cada tubo foi descartado e o restante foi
acondicionado em um novo tubo estéril sem anticoagulante, perfazendo um total de 5 mL
de PRP. Uma fracéo foi utilizada para contagem manual de plaquetas (método de Rees e
Ecker, 1923), pois a contagem automatica seria prejudicada, ou até mesmo impossibilitada,
devido a existéncia de agrupamentos plaquetarios no PRP.
2.4. Tratamento

Todos os animais foram tratados por via intralesional cinco dias apés a inducédo da
tendinopatia, sendo realizados dois tratamentos: plasma rico em plaquetas (PRP) ou
solucao salina (NaCl) a 0,9%. Apés tricotomia, sedacédo, determinacdo da distancia da pele
até o centro do tendéo, bloqueio dos nervos palmares medial e lateral e antissepsia local,
foi realizada a aplicacdo intralesional do PRP ou NaCl a 0,9% (Solucédo fisiologica
sanobiol, Laboratério Sanobiol Ltda, Pouso Alegre, MG, Brasil). Em um dos membros,
escolhido aleatoriamente, foi administrado um total de 1,8 mL de PRP, divididos em
aliquotas de 0,6 mL, aplicadas com agulhas hipodérmicas de 21 gauge no local da leséo,
assim como 0,5 cm proximal e 0,5 cm distal ao sitio de administracdo da colagenase (Fig.
2). No membro contralateral, foram administradas trés aliquotas de 0,6 mL de salina
(controle), no mesmo padréo descrito para o PRP. Foi aplicada bandagem compressiva na
regido metacarpica, que permaneceu por 24 horas. No periodo compreendido entre o
tratamento e as bidpsias, os animais ficaram em repouso nas baias. Nao foi realizada
nenhuma atividade fisica progressiva controlada, pois as biépsias foram realizadas apés
trés ou 16 dias.

Os animais ndo foram medicados com anti-inflamatério apds inducdo da
tendinopatia, nem apo6s aplicacdo do PRP ou salina, pois essa substancia poderia
comprometer a avaliacdo do tratamento com PRP e interferir nos exames clinico e

ultrassonografico que precederam as biopsias.
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Fig. 2-Seringas contendo NaCl a 0,9% e PRP (seta) (A) para aplicacéo intralesional (B) em

trés regides, distanciadas em 0,5 cm.

2.5. Avaliacéao clinica e ultrassonografica

Os animais foram monitorados semanalmente mediante realizacdo de hemograma
completo, além da determinacdo da proteina plasmética total (PPT) e do fibrinogénio.
Adicionalmente, foi feito exame fisico geral, assim como especifico do aparelho
locomotor, antes (TO) e apos 24 (T1) e 48 (T2) horas da indu¢éo da tendinopatia. Também
foram examinados antes (T3) e apds 24 (T4) e 48 (T5) horas da aplicacdo de PRR ou salin
e, finalmente, foram avaliados semanalmente (T6 e T7) até serem soltos a pasto. O exame
fisico consistiu de verificacao da presenca de edema, aumento de temperatura local (Speirs,
1999) e dor a palpagdo (Redding et al., 1999), classificados como ausente, discreta,
moderada ou intensa (Redding et al., 1999; Speirs, 1999), com escores de 0 a 3,
respectivamente. O grau de claudicagéo foi classificado de 0 a 5 (Kester, 1991). Para a
confirmacdo e monitoracdo da tendinopatia, assim como acompanhamento da resposta ao
tratamento, foram avaliados por ultrassonografia: paralelismo das fibras colagenas (Alves
et al., 2001), ecogenicidade (Genovese et al., 1986), area transversal do tenddo (ATT) e
area transversal da lesdo (ATL) (Marr et al., 1993; Smith e Webbon, 1994).
2.6. Biopsia

Para a avaliacdo da reparacdo tendinea nas fases inflamatéria e de proliferacdo, os
tenddes de trés animais escolhidos por sorteio, foram biopsiados trés dias apos aplicagédo
do PRP ou da salina. Ja nos demais animais a biopsia foi realizada aos 16 dias.

34



Para o procedimento cirdrgico, os animais foram tricotomizados e submetidos a
jejum hidrico e alimentar por 12 horas. Apés medicagcdo pré-anestésica com 1 mg/kg de
xilazina a 10% por via intravenosa, eles foram anestesiados com a associacao de 1 g de
tiopental sodico (Tiopentax, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira,
Sao Paulo, Brasil) com éter gliceril guaiacolato a 10% (EGG, Vetec Quimica Fina Ltda,
Duque de Caxias, RJ, Brasil). A anestesia foi mantida com isofluorano (Isoforine, Cristalia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil).

Com o animal em decubito lateral esquerdo sobre mesa cirargica e antissepsia local,
foi realizada incisdo cutanea proximo-distal de aproximadamente 3 cm nos planos lateral
(membro tor4cico direito) e medial (membro toracico esquerdo). Apds divulsdo romba do
tecido subcutaneo, abertura do paratenddo e exposicdo do TFDS, foi efetuada avaliacdo
macroscopica das estruturas anatdbmicas locais, sendo verificada a coloracdo do TFDS,
assim como a ocorréncia de aderéncia, classificada como ausente, discreta, moderada ou
intensa (Foland et al., 1992). Uma vez localizada a area da leséo, foi realizadaadxc
TFDS envolvendo toda a sua espessura (Fig. 3), com obtencdo de um fragmento com

aproximadamente 1 éinque foi acondicionado em frasco com solugdo de formol neutro

tamponado a 10% para exames histolégico e imunoistoquimico.

Fig. 3-Remocao de um fragmento do TFDS, envolvendo toda a sua espessura (A). Amostra

tendinea removida, medindo aproximadamente (Bin
ApoGs a biopsia, foi realizada tenorrafia utilizando fio poligalactina 910 (Vicryl,

Eletro-Light Ltda, Manaus, AM, Brasil) 2-0 no padréo locking-loop modificado, para

evitar uma possivel ruptura do tenddo durante o periodo pés-operatdrio (Maia et al.
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2009b). A sintese do tecido subcutaneo foi feita com o mesmo fio no padrdo simples
continuo, enquanto a pele foi suturada com nailon 00 (Mononylon, Brasuture Industria
Comeércio Importacdo e Exportacdo Ltda, Sdo Sebastido da Gama, SP, Brasil) no padrao
“U” deitado separado.

Apés procedimento cirargico, foi aplicada bandagem compressiva na regiao
metacarpica. Durante o periodo pés-operatorio, os animais foram mantidos em baias e
tiveram suas feridas limpas com gaze embebida em agua corrente e suas bandagens
renovadas a cada dois dias até a remocao dos pontos 14 dias ap0s a cirurgia, quando entao
foram soltos a pasto. Meloxicam (Maxicam gel, Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos,
SP, Brasil) foi administrado diariamente por via oral, na dose de 0,6 mg/kg, durante sete
dias.

2.7. Histologia

O processamento das amostras para histologia seguiu os métodos rotineiros do
Laboratério de Histopatologia do DVT-UFV. Os fragmentos colhidos foram fixados em
solucéo de formol neutro tamponado a 10% por quarenta e oito horas, desidratados em
concentracdes crescentes de alcool (Alcool etilico abs®iti®, Sdo Paulo, SP, Brasil),
diafanizados em xilol (Xilol, Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda, Sdo Paulo,
SP, Brasil), infiltrados e incluidos em parafina (Parafina histologica 56-58°C, LabSynth,
Diadema, SP, Brasil). Cada bloco, representando uma amostra nos planos transversal e
longitudinal, foi seccionado em micrétomo (Leica RM 2125RT, Aotec Instrumentos
Cientificos Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) para obter cortes de 4 um de espessura. Apos
serem desparafinados, diafanizados e reidratados, os cortes foram corados pelas técnicas
hematoxilina-eosina (HE) (Hematoxilina-eosina Easy Path, Erviegas Instrumental
Cirargico Ltda, Sao Paulo, SP, BrasiPicrosirius Red (Picrosirius Red Easy Path,
Erviegas Instrumental Cirlrgico Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasiricrémico de Masson
(Tricrébmico de Masson Easy Path, Erviegas Instrumental Cirargico Ltda, Sado Paulo, SP,
Brasil), segundo as indicagdes do fabricante. Em seguida, os cortes foram desidratados,
diafanizados e cobertos com laminula (Precision, Ribeirdo Preto, SP, Brail) e meio de
montagem rapida (Entellan, Merck, Darmstadt, Germany).

A andlise histologica foi conduzida em microscopio de luz (Olympus CX31,
Olympus Optical do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil), acoplado a camera fotografica
(Olympus U-CMAD3 SC20, Olympus Optical do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil),
assim como em microscopio de luz polarizada (Olympus BX 50, Olympus Optical do

Brasil Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil), também acoplado a camera fotogréafica (Olympus Q-
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Color 3, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), por trés avaliadores sem
conhecimento sobre os tratamentos aos quais as laminas pertenciam, conforme realizado
por Bosch et al. (2009) e Maia et al. (2009b).

A caracterizacdo celular e organizacdo da matriz tendinea foram determinadas nos
fragmentos corados com HE. Para isso, ap0s avaliacdo e caracterizacdo tpetal ae
fragmento tecidual, foram analisadas as caracteristicas dos fibroblastos (formato do
ndcleo), a presenca de hemorragia, o tipo de infiltrado inflamatério e a organizacéo
tecidual (linearidade e ondulacdo das fibras colagenas), usando os critérios
semiquantitativos descritos por Nixon et al. (2008), com algumas modificagdes. Para cada
variavel, foi realizada uma andlise descritiva e foram estabelecidos valores médios a partir
dos escores obtidos pelos trés observadores (Tabela 1). Adicionalmente, analise
morfométrica foi usada para avaliar quantitativamente a densidade de infiltrado
inflamatorio, vasos sanguineos e tecido conjuntivo do endotendao, fibras colagenas e
fibroblastos [cujas formas foram determinadas segundo Nixon et al. (2008)]. Para isso, em
cada amostra, seis fotomicrografias obtidas sob objetiva de 10x foram escolhidas
aleatoriamente e colocadas sob uma gradicula com 352 intersecdes confeccionada pelo
programa Power Point (Fig. 4).

A coloragéo pelo tricromico de Masson foi usada como auxilio na avaliacdo da
vascularizacdo e organizacdo do tecido conjuntivo, enquanto a de Picrosirius Red foi
utilizada para complementar a andlise das ondula¢des das fibras colagenas (paralelismo e

organizacéo) e fornecer informacdes sobre os tipos de colageno (I e 1ll).
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Tabela 1-Sistema de pontuacdo adotado para as variaveis histoldgicas avaliadas para

classificar a reparacao tendinea

Variaveis Pontuacéo e critério de avaliacao

Forma dos fibroblastos (corte Linear (normal)

longitudinal) Ligeiramente oval
Moderadamente arredondado
Totalmente arredondado
Hemorragia Ausente

Esparsa ou desigual
Mdltiplas areas

Predominantemente hemorragica

1
2
3
4
1
2
3
4
Tipo de infiltrado inflamatério 1 Linfécito
2 Neutrofilo
3 Macréfago
4 Eosindfilo
Linearidade das fibras colagene 1 Linear
2 > 50% linear
3 20 a 50% linear
4 Sem éreas lineares
Ondulac6es das fibras colagen: 1 Grosseiras
2 Predominantemente delgadas
3 < 50% com formacao de ondulagbes

4 Sem formacéao de ondulacdes; completo desarr:
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Fig. 4-Fotomicrografias de demonstracdo do método utilizado para realizacdo da

morfometria. Imagens nos corte longitudinal (A) e transversal (B) sob gradicula com 352

intersecdes (HE).

2.8. Imunoistoquimica

Os blocos previamente preparados para histologia foram cortados com 4 yum de
egessura nos planos transversal e longitudinal, para analise da presenca de TIMP-1 e
TGF1 através da técnica de imunoperoxidase indireta, adaptada de Valente (2007). Apos
serem colocados em laminas de vidro previamente preparadas com polilisina (Poly-L-
lysine solution, Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), esses cortes foram
desparafinados, diafanizados e reidratados.

Bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado utilizando peréxido de hidrogénio
(Peroxido de hidrogénio P.A. 29%, Synth, Diadema, SP, Brasil) em solucdo metandlica
(Alcool Metilico P.A. 90,9%, Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil) a
3%. ApOs lavagens sequenciais em tampéo fostato-salina (PBS) pH 7,4, foi realizada a
recuperacdo antigénica com tripsina (Gibco trypsin powder 1:250, Invitrogen Brasil Ltda,
Séo Paulo, SP, Brasil) (1 mg/mL de PBS pH 7,4).

Posteriormente, foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com soro normal de
cabra (concentragéo de 1:10 em PBS pH 7,4), e a marcagcdo com 0s anticorpos primarios
anti-TIMP-1 (Rabbit anti-human TIMP-1 polyclonal antibody AB770, Millipore
Corporate, Billerica, Massachusetts, USA) e anti-PBFRabbit anti TFG-f1, Santa Cruz
Biotechnology, Distribuidora Interprise Brazil, S&o Paulo, SP, Brasil) em laminas
separadas (Fig. 5A).

Apds a marcagdo com o anticorpo secundério (Goatrabitit IgG peroxidase
conjugated AP 132P, Millipore Corporate, Billerica, Massachusetts, USA) (Fig. 5B), foi
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feita a revelagéo com solugéo de diaminobenzidir (3iaminobenzidina 99%, Sigma-

Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) e perdxido de hidrogénio e PBS pH 7,4.
Finalmente, foi realizada a contra-coloracdo com hematoxilina na diluicdo 1:9
(Hematoxilina de Harris Easy Path, Erviegas Instrumental Cirdrgico Ltda, S&o Paulo, SP,

Brasil), desidratacao, diafanizacdo e montagem da lamina com meio de montagem rapida

(Entellan, Merck, Darmstadt, Germany

Fig. 5-Adicao dos anticorpos primarios anti-TIMP-1 e anti-T83fem laminas separadas,

com a solucado cobrindo todo o corte de tecido (A) e marcacdo com anticorpo secundario

(B).

Os controles positivo e negativo da técnica foram realizados em TFDS coletado de
equino sem quadro de tendinopatia, conforme descrito por Nixon et al. (2008). Para o
controle negativo, os anticorpos primarios foram substituidos pelo mesmo volume de PBS
pH 7,4, sendo o restante do processamento seguido como previamente mencionado. As
laminas foram analisadas em microscopio de luz (Eclipse E600, Nikon, Tokyo, Japan)
acoplado a camera fotografica (Digi-pro 5.0M, Nikon, Tokyo, Japan), observando-se
presenca ou auséncia da marcacéo de células.

2.9. Analise Estatistica

Foi realizado um experimento em parcelas subdivididas, com seis animais (parcelas)
que foram avaliados, aleatoriamente, durante as fases inflamatoria (trés dias apos
tratamentos) e de proliferagéo (dezesseis dias apos tratamentos) dias ap0s o tratamento, sob
o delineamento inteiramente casualizado com trés repeticbes. Para cada animal, a escolha
do tratamento por membro foi feita ao acaso. Para as variaveis hematoldgicas (hematdcrito,
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hemoglobina, eritrdcitos, leucdcitos totais e plaguetas) e bioquimicas (PPT e fibrinogénio),
foi realizada analise descritiva com média e desvio-padréo.

Os dados referentes as variaveis fisicas (edema, aumento de temperatura local e dor a
palpacdo) foram avaliados por meio da analise de variancia a 5% de probabilidade,
estudado através de variavel dummy (tratados com PRP=1, tratados com salina=0). Foram
construidos gréaficos de linhas das caracteristicas avaliadas na ultrassonografia (ATT, ATL,
ecogenicidade da leséo e paralelismo das fibras colagenas) ao longo do tempo.

Os resultados obtidos na histologia, morfometria e imunoistoquimica (escores e
porcentagens) foram submetidos ao teste F da analise de variancia a 5% de probabilidade
para verificar o efeito do tratamento (PRP ou NaCl a 0,9%) e das fases de reparacao
(inflamatéria e de proliferacdo/fibroplasia), além da interacdo entre eles. Adicionalmente,
foi realizada a analise de correlacdo entre as variaveis verificadas na morfometria, com
nivel de significancia de até 10%. As andlises foram conduzidas no software Minitab
versao 16, 2010 (http://www.minitab.com/products/minitab, State College, PA).

3. Resultados
3.1. Plasma rico em plaquetas

A quantidade de plaquetas no sangue total usado para preparar o PRP variou entre
149.000 e 177.000 (164.500+9.813) células/mms3. No PRP, a concentracdo variou entre
320.000 e 430.000 (368.333+39.707) células/mms3. Nenhuma complicacdo associada a
aplicacéo intralesional do PRP foi observada.
3.2. Avaliacdo clinica e ultrassonogréfica

Os valores obtidos nas variaveis hematoldgicas e bioquimicas avaliadas durante o

experimento estdo descritas nas Tabela 2.

41



Tabela 2-Médias e desvios-padréo das variaveis hematologicas e bioquimicas avaliadas durante o periodo experimental

Tempo 0 1 2 3 4 5
Hematdcrito (%) 33,3+4,7 34,6£3,2 33,246,1 32,616,5 32, 7£3,9 29,7346,2
Hemoglobina(g/mms3) 11,5+1,6 12,2+41,1 11,4+1,9 11,4+2,0 11,5+1,3 10,4+2,1
Eritrécitos (106 células/mm3) 7,2+1,2 7,8+1,0 7,215 7,3t1,5 7,2+£1,2 6,9+1,3

Leucdcitos Totais(células/mms) 8.633+1.880 7.733+1.686 6.383+2.055 6.733%£1.944 6.367+1.193 5.633%+1.776

Plaguetas(células/mms) 183.667+57.225 129.667+41.176 164.167+15.145 163.833£12.838 164.000+21.260 150.500+17444
PPT (g/mm3) 8,0+0,8 8,1+0,6 7,6x0,5 8,2+0,4 7,8+0,6 7,6x0,5
Fibrinogénio (g/mm3) 0,5+0,2 0,60,2 0,4+0,1 0,5+0,2 0,5+0,1 0,5+0,2

Tempos: O=trés dias antes da inducdo da tendinopatia; 1=dois dias depois dadadecéinopatia; 2=um dia antes dos tratamentos; 3=uma semana apos estiaiam

4=duas semanas apds os tratamentos; 5=trés semanas apés os tratamentade PR pigsmatica total. Valores apresentados na forma de médiatdesvio-padréo.
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Nas 48 horas ap0s administracdo da colagenase no TFDS de ambos os membros
toracicos, os animais desenvolveram inflamacédo aguda, caracterizada pela presenca de
edema intenso (escore 3), dor a palpacdo (ausente a intensa) e aumento de temperatura
local (discreto a intenso). Claudicacao (graus 1 a 2) foi observada em apenas dois animais,
estando totalmente ausente antes do tratamento. Nas 48 horas apoés aplicacdo do PRP ou
NaCl a 0,9%, foi observado edema (discreto a intenso), dor a palpacéo (ausente a intensa),
aumento de temperatura local (ausente a discreto) e claudicacdo (grau 1) presente em
apenas um animal. Nao houve diferenca entre os tratamentos no que se refere as variaveis
avaliadas durante o exame fisico.

AvaliacOes clinicas adicionais foram realizadas em apenas trés animais, jA que 0s
demais j4 haviam sido biopsiados. Edema (discreto a intenso) esteve presente até o
momento da cirurgia, realizada 16 dias apds o tratamento (fase de proliferacdo). Dor a
palpacéo (inicialmente intensa, reduzindo para discreta) permaneceu em dois animais até
uma semana antes do procedimento cirdrgico, enquanto claudicacdo esteve ausente em
todos os equinos. Nenhum deles apresentou aumento de temperatura local. Informacfes
adicionais podem ser obtidas no Apéndice 2.

Poucas alteracf6es foram observadas nas avaliacdes ultrassonogréficas realizadas 24
horas apos aplicacdo da colagenase. Essas alteracdes se caracterizavam pelaigerda pa
de paralelismo das fibras coldgenas observada em 8 membros (66,67%) e reducdo do
padrao isoecoéico em 25% (83,33%) e 50% (16,67%). No exame realizado 48 horas apés a
inducdo da tendinopatia, foram observados perda parcial do paralelismo das fibras
colagenas (paralelismo parcial), reducdo da ecogenicidade entre 25% a 75%, e edema
peritendineo.

Apoés a administracdo do PRP ou da salina, as imagens obtidas com 24 h revelaram
que o TFDS de quatro (33,33%) membros apresentou adequado paralelismo (paralelismo
total), estando o restante (66,67%) com perda parcial. Ocorreu reducéo de 25% (83,33%) a
75% (16,67%) do padrdo isoecoico, e edema peritendineo em cinco membros (41,67%).
Nas imagens obtidas com 48 horas apds os tratamentos, foi possivel observar perda parcial
do paralelismo em todos os membros e reducéo de 75%, 50% ou 25% do padréo isoecoico
em um (8,33%), oito (66,67%) e trés membros (25,00%), respectivamente. A evolugéo, ao
longo do tempo, das varidveis avaliadas por ultrassonografia estd demonstrada na Fig. 6.

Informacdes adicionais estéo disponiveis no Apéndice 3.
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Fig. 6-Evolucdo dos valores médios obtidos na ecogenicidade, paralelismo e areas
transversais do tendéo e da lesdo avaliados por ultrassonografia ao longo do tempo. Os dias
0, 1 e 2 foram os ultrassons realizados imediatamente antes da inducdo da tendinopatia,
assim como 24 e 48 horas apds a mesma, respectivamente. Os dias 5, 6 e 7 representam 0s
tempos anteriormente mencionados, mas nesse caso com relacdo ao tratamento. Os dias 12
e 19 correspondem as avaliagOes adicionais realizadas em apenas trés animais, com 1 e 2

semanas apc’)s o tratamento, respectivamente.

3.3. Bidpsia

Na avaliacdo macroscopica realizada durante as biépsias, nenhum membro
apresentou sinal de infeccdo. Formagédo de aderéncias entre o TFDS e o peritenddo ou
tenddo do musculo flexor digital profundo (TFDP) esteve presente em todos 0s membros,
independentemente do tratamento. A intensidade variou de discreta a moderada na fase
inflamatéria, e de moderada a intensa na fase de proliferacdo. A excecao de um tendao
tratado com PRP, os demais apresentaram, em ambas as fases, coloracdo avermelhada.

Nas 48 horas apés a biopsia, foram observados edema, dor a palpacédo e aumento de
temperatura local de gravidade intensa, além de claudicacdo (graus 3 a 4). Nas avaliacdes
semanais subsequentes, ocorreu reducdo gradual na severidade dessas variaveis clinicas.
Trés semanas apos o procedimento cirargico, 0s animais estavam pastando livremente, sem

claudicacédo, dor ou aumento de temperatura local.
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3.4. Histologia

Na observagé@o histologica geral das laminas coradas com HE e tricrobmico de
Masson foi possivel distinguir as regides das lesées em ambos 0os membros toracicos, que
se diferenciaram em tamanho e caracteristicas, dependendo da fase inflamatéria ou de
proliferacdo. Nao foram observadas areas acelulares.

Nos tendBes dos animais biopsiados trés dias apos o tratamento (fase inflamatdéria), a
area da lesdo estava preenchida por tecido conjuntivo denso (Fig. 7A,B), com fibras
colagenas discretamente esparsas, e grande namero de fibroblastos lineares e arredondados
(ao redor do endotenddo e dispersos na matriz tendinea). Foi observada perda da
organizagdo e do paralelismo das células, e afinidade tintorial diferenciada (corado em
maior intensidade por hematoxilina, indicando maior presenca de nucleos), além de
espessamento e neovascularizacdo acentuada do endotenddo. Essa area lesionada foi maior
no membro tratado com NaCl a 0,9% de um animal (33,33%) e semelhante entre ambos os
membros nos demais equinos (66,67%). A excecao de dois tenddes tratados com PRP, que
apresentaram infiltrado eosinofilico intenso, todos os demais apresentaram discreto
infiltrado inflamatorio do tipo misto (66,67%). N&o foram observados focos hemorragicos.

Na bidpsia realizada 16 dias apds o tratamento (fase de proliferacao/fibroplasia), a
area da lesdo estava preenchida por tecido conjuntivo denso (Fig. 7C,D) com fibras
coladgenas moderadamente esparsas, intensa neovascularizacdo e grande quantidade de
células blasticas (fibroblastos arredondados), principalmente ao redor do endotendao.
Embora houvesse desorganizacgao e falta de paralelismo das fibras colagenas e fibroblastos,
era nitida a tendéncia desse tecido em se organizar, sendo observadas regides de
diferenciacéo tecidual dentro da area da lesdo, que foi maior em apenas duas amostras,
sendo uma no TFDS tratado com PRP e a outra com NaCl a 0,9%. Diferentemente da
solucéo salina, nos tenddes tratados com PRP foi observado aumento da vascuarizacao
corddes celulares de fibroblastos com forma arredondada, mas ainda sem reparo tecidual.
Da mesma forma que na fase inflamatéria, o infiltrado do tipo misto prevaleceu (83,33%),

e apenas um membro tratado com PRP apresentou infiltrado eosinofilico (16,67%).
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Fig. 7-Fotomicrografias de corte longitudinal (HE). TFDS biopsiado nas fases inflamatéria
(A,B) e de proliferacdo (C,D), apos infiltracdo do PRP (A,C) ou salina (B,D). Observa-se
tecido conjuntivo denso normal (circulo) com fibroblastos alongados (seta branca) e a area
da lesdo (quadrado), com maior densidade de fibroblastos, cujos nudcleos apresentam
formatos alongados ou arredondados (cabeca de seta). Intensa neovascularizacéo (seta

preta) pode ser observada no endotendao.

Também foi observada metaplasia condréide focal (83,33%), caracterizada por
presenca de células morfologicamente semelhantes a condrdcitos (Fig. 8A), com tamanhos
diferentes, independentemente se o membro foi tratado com PRP ou salina.
Adicionalmente, em trés membros tratados com NaCl a 0,9% (25,00%), foi observado
atividade miofibroblastica, sendo um na fase inflamatéria e os demais na de
proliferacao/fibroplasia (Fig. 8B).

Os valores médios de pontuacdo obtida pelos trés observadores, na andlise
semiquantitativa das variaveis histologicas analisadas, para classificacdo da reparagdo
tendinea (fases inflamatéria e de proliferacéo) estdo demonstrados na Tabela 3. Ndo houve
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diferenca entre as médias dos tratamentos e nem entre as fases do processo de reparacao,

como também auséncia de interacdo entre eles.

Fig. 8-Fotomicrografia de corte longitudinal (HE). TFDS tratado com PRP biopsiado na
fase inflamatdéria com presenca de metaplasia condréide focal (A). TFDS tratado com
NaCl a 0,9% biopsiado na fase de proliferagao/fibroplasia com detalhe da atividade

miofibroblastica (seta), observada em area de proliferacéo tecidual(B).

Tabela 3-Médias da pontuacdo obtida em escores, referentes as variaveis histolégicas
avaliadas para classificacdo da reparacédo tendinea nas fases inflamatoria e de proliferacao

Tipo de Linearidade Ondulacdes
Forma dos . o _ _
_ Hemorragia  infiltrado das fiboras  das fibras
fibroblastos _ - ) )
inflamatorio colagenas  colagenas

Fase PRP NaCl PRP NaCl PRP NaCl PRP NaCl PRP NacCl
Inflamatéria 16 16 10 10 22 15 16 18 28 25
Proliferagéo 16 11 11 11 23 18 21 12 23 26

Durante a realizacdo da morfometria, foi observada uma grande variagdo entre as
seccoes histologicas de uma mesma amostra, no que diz respeito a proporgédo de tecido
tendineo normal e com lesdo. Os valores obtidos para as variaveis avaliadas na
morfometria, nos cortes longitudinal e transversal, estédo descritos nos Apéndices 4 e 5,
respectivamente. Para a morfometria realizada nas imagens obtidas nos planos longitudinal
e transversal, onde foram quantificados tendcitos (linear/normal, ligeiramente oval,
moderadamente arredondado e totalmente arredondado), vaso sanguineo e tecido
conjuntivo do endotendao, infiltrado inflamatério e fibras colagenas, ndo houve diferenca
entre PRP e NaCl a 0,9% e entre as fases (inflamatdéria e de proliferacdo). Apenas no corte

longitudinal, a fibra colagena se relacionou negativamente com fibroblasto ligeiramente
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oval (r = - 0,90) e moderadamente arredondado (r = - 0,95), que se correlacionaram
positivamente entre si (r = - 0,90).

Tanto nos tenddes tratados com PRP quanto com NaCl a 0,9%, a avaliacdo descritiva
geral do tecido corado pela técnica de Picrosirius Red permitiu a identificacdo da regido da
lesdo, caracterizada por areas menos organizadas e com grande quantidade de fibras
coldgenas do tipo lll entremeadas as fibras do tipo | (Fig. 9). Essas lesdes foram mais
extensas, e apresentaram maior desorganizacao tecidual e quantidade de colageno tipo lll,
nas amostras obtidas na fase de proliferacdo. Por outro lado, areas em processo de
organizacdo, com grande quantidade de colageno do tipo |, foram especialmente
observadas nos tenddes tratados com PRP, que também apresentaram feixes de fibras com

melhor orientacao.

Fig. 9- Fotomicrografias de corte longitudinal do TFDS biopsiado na fase de proliferacéo
(Picrosirius Red). Tecido tendineo sadio (A), e do local da leséo (B) ap0s tratamento com
PRP. Observa-se a presenca de colageno tipo | (cor vermelha) e tipo Il (cQr @erde
tecido de reparacdo apresenta fibras desorganizadas e com maior propor¢cdo de fibras

colagenas do tipo lll.

3.5. Imunoistoquimica

Na Fig. 10 é apresentado alguns dos resultados obtidos na imunoistoquimica. A
marcacdo do TFDS tratado com PRP ou NaCl a 0,9% parg3TGfrnegativa em ambas
as fases. Ja para o TIMP-1, a marcagdo foi positiva em um (33,33%) membro tratado com
PRP e dois (66,67%) com salina, na fase inflamatoéria. Na fase de proliferagéo/fibroplasia a
marcacédo para TIMP-1 ocorreu em um (33,33%) TFDS tratado com PRP e outro (33,33%)
com salina. As células marcadas com TIMP-1 tinham nucleos grandes e arredondados, e se
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concentravam no endotenddo, ndo havendo diferenga entre os tratamentos, nem entre as

fases da reparacao tendinea avaliadas e nem interacéo entre eles.
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Fig. 10-Fotomicrografias de corte longitudinal de tenddes tratados com PRP, com auséncia
de marcacao para TGH-(A) e TIMP-1 (B), caracterizada pela presenca de apenas células

com nucleos arroxeados, corados pela Hematoxilina de Harris. Demonstracao da marcacéao
positiva para TIMP-1 em tendao tratado com PRP (C), onde se observa a presenca de

células positivas com citoplasma corado de marrom escuro (seta).

4. Discusséo e concluséao

As alteracdes referentes as variaveis avaliadas nos exames fisico (edema, aumento de
temperatura local e dor a palpacéo) e ultrassonografico (ecogenicidade, paralelismo e areas
tranversais do tenddo e da lesdo), apos a inducdo da tendinopatia pela administracdo da
colagenase, foram semelhantes as relatadas por outros autores (Williams et al., 1984;
Spurlock et al., 1989; Alves et al., 2001; Fernandes et al., 2003; Marxen et al., 2003, 2004;
Barreira, 2005; Dahlgren et al., 2005; Sharma e Maffulli, 2005; Nixon et al., 2008; Maia et

al., 2009a,b), sendo a dose de 2.090 unidades de digestdo tecidual de colagenase, suficiente
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para mimetizar o quadro de ocorréncia natural no tenddo do musculo flexor digital
supercial. Edema, aumento da temperatura local e dor a palpagdo ocorreram em ambos 0s
membros apés os tratamentos (PRP ou NaCl a 0,9%) sem diferenca entre eles, como
também observado por Bosch et al. (2009) apés 23 semanas da aplicacéao intralesional
dessas substancias no TFDS lesionado cirurgicamente. Esses achados fisicos indicam uma
reagudizacdo do quadro, decorrente do desenvolvimento de um novo foco de inflamagao,
possivelmente devido a destruicdo mecanica das fibras colagenas imaturas ou previamente
danificadas pela colagenase administrada para a inducdo da tendinopatia (Maia et al.,
2009b). © mesmo foi relatado no TFDS de equinos com lesdo tendinea induzida
experimentalmente com colagenase, infiltrado via intralesional com PRP (Maia et al.,
2009a,b), glicosaminoglicanos polissulfatados (Marxen et al., 2004), solucdo salina
(Marxen et al.,, 2004; Maia et al.,, 2009a,b) ou células mesenquimais da fracdo
mononuclear da medula 6ssea (Barreira, 2005). A reducdo da intensidade das variaveis
avaliadas nas duas semanas subsequentes ao tratamento também foi relatada por Maia et
al. (2009a) e se deve a reducédo do processo inflamatorio local.

A concentracao de plaquetas presentes no PRP (320.000 a 430.000 células/mms3) foi
considerada adequada, sendo maior do que a quantidade minima (300.000 células/mmg3)
recomendada por Anitua et al. (2004), superior a obtida em alguns estudos realizados em
equinos (Carmona et al., 2007; Schnabel et al., 2007; Arguelles et al., 2008), e semelhante
a encontrada por Maia et al. (2009b).

Os valores das variaveis hematoldgicas e bioquimicas avaliadas durante o
experimento estiveram dentro dos limites de referéncia para a espécie equina (Kaneko et
al., 2008; Grondin e Dewitt, 2010). A diminuicdo dos leucdcitos totais no tempo 1, em
relacdo ao tempo O (antes da inducdo da tendinopatia), indica uma possivel migracéo
dessas células para o local da injuria.

Nas avaliacGes ultrassonogréficas realizadas apos aplicacdo da colagenase, o edema
peritendineo, o aumento na ATT e na ATL, a perda de paralelismo e a reducao da
ecogenicidade sugerem um efeito progressivo, caracteristico da atividade dessa enzima.
Sabe-se que a colagenase é uma enzima bacteriana que atua em multiplos locais ao longo
da triple hélice do colageno, liberando tropocolageno (Dahigren et al., 2005), além de
promover destruicdo de células e matriz ndo-colagena, com consequente ruptura das fibras
(Spurlock et al., 1989; Foland et al., 1992). Achados semelhantes foram observados em
outros estudos apos aplicacdo intratendinea de colagenase (Alves et al., 2001; Dahlgren et
al., 2005; Marxen et al., 2004; Maia et al., 2009a,b). Segundo Marr et al. (1993), a reducao
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da ecogenicidade é resultante principalmente de hemorragia intratendinea, separagdo de
fibras e edema, que s&o alguns dos resultados da acéo da colagenase.

O curto periodo compreendido entre a aplicacdo dos tratamentos e a realizacdo das
bidpsias para exames histologico e imunoistoquimico ndo foi suficiente para monitorar a
evolucdo das variaveis ultrassonograficas estudadas (ecogenicidade, paralelismo e areas
tranversais do tendao e da les&o). O mesmo ocorreu no experimento realizado por Barreira
(2005), ao avaliar por ultrassonografia o TFDS de seis equinos com tendinite induzida por
colagenase, e tratados ou nao apdés 12 dias com células mesenquimais da fracdo
mononuclear da medula 6ssea por um periodo de 48 dias.

A auséncia de complicacdes associadas a aplicacao intralesional do PRP também foi
relatada por outros autores que estudaram esse método terapéutico (Waselau et al., 2008;
Cole et al., 2010). A falta de sinal de infeccdo peritendinea, como a exsudacéo purulenta,
indica que ndo houve contaminacdo durante a aplicacéo de colagenase, PRP ou salina, ou
mesmo nos procedimentos de preparacdo do PRP, fato também descrito por Maia (2008)
em TFDS de equinos biopsiados 36 dias apds aplicacdo intralesional de PRP ou salina em
lesBes induzidas com colagenase (1 mL, 2,5 mg/mL). A auséncia de infec¢cdo também foi
relatada em tenddo por Barreira (2005) em biopsias realizadas 48 dias apés inducao de
tendinite por colagenase (0,5 mL, 2,5 mg/mL), e 36 dias ap6s implante ou ndo de células
da fracdo mononuclear da medula 6ssea no local da leséo.

A coloracdo avermelhada no TFDS e estruturas anatdmicas adjacentes, independente
do tratamento, € resultante da ocorréncia de hemorragia, também observada por Nixon et
al. (2008), sem diferenga de coloragao entre os membros infiltrados com tampé&o PBS ou
células mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Adicionalmente, a adesédo do TFDS ao
peritenddo, observada durante os procedimentos cirdrgicos também foi relatada em poneis
60 dias apos inducdo de tendinite do TFDS com colagenase (Williams et al., 1984). Esse
achado também foi relatado em equinos por Maia et al. (2009b), Foland et al. (1992) e
Marxen et al. (2003; 2004), com 48, 84 e 150 dias, respectivamente, apds a inducdo da
leséo.

Aderéncia entre o TFDS e o tenddo do musculo digital profundo (TFDP), presente
em todos os membros, independente do tratamento, foi um achado observado por Foland et
al. (1992) e Maia et al. (2009b) em equinos que receberam hialuronato de sédio e PRP,
respectivamente, apos leséo tendinea induzida por colagenase, ndo havendo diferenca entre
os tenddes tratados e o controle. Segundo Foland et al. (1992) essa aderéncia, que nao é

desejavel, pode resultar do crescimento desordenado e excessivo do tecido de granulagéo.
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Adicionalmente, pode ser decorrente da estimulagédo da proliferacdo e migracdo extrinseca
de fibroblastos do peritend&o, que contribuem tanto para a sintese do novo tecido tendineo
quanto para a formacdo de aderéncia deste com os tecidos adjacentes (Marxen et al.
2003). Adicionalmente, a aderéncia pode ocorrer quando ha rompimento da bainha
sinovial, permitindo que os tendcitos do tecido adjacente invadam o local de reparacao
(Sharma e Maffulli, 2005). Entretanto, esse fato ndo deve ter influenciado a ocorréncia
desse achado no presente estudo, ja que ndo existe bainha sinovial na regido metacarpica
do TFDS onde foi realizada a lesdo e a administracdo do PRP ou salina. Essas aderéncias
entre os tenddes sao sempre dolorosas (Fortier, 2005) e podem ser um fator limitante para a
carreira atlética do equino com tendinite na regido palmar do TFDS, pois restringe o
movimento desse tenddo (Rantanen, 2008). E possivel que esse achado n&o ocorresse se 0s
animais tivessem sido submetidos a atividade fisica controlada. De acordo com Fortier
(2005), aderéncia pode ser prevenida em equinos submetidos a procedimento cirdrgico, se
exercitados ao passo, a partir de um a dois dias ap0s a cirurgia. Por outro lado, apesar de
adotar atividade fisica controlada, Maia et al. (2009b) relataram a ocorréncia de aderéncia
entre o TFDS e peritendao tanto nos membros infiltrados com PRP (16,67%), quanto com
NaCl a 0,9% (33,33%), assim como entre TFDS e TFDP em um membro infiltrado com
salina (8,33%).

As coloracgdes utilizadas para verificar o processo de reparacdo do TFDS permitiram
uma analise satisfatéria das variaveis. A avaliacdo histologica referente as fases
inflamatdria e de proliferagéo tendinea revelou, independente do tratamento realizado, um
processo cicatricial desordenado, com desorganizacao e neovascularizagdo no endotendéao,
hipercelularidade fibroblastica e presenca de poucas células inflamatorias. A analise de
correlagcdo demonstrou que quanto menor a quantidade de fibras colagenas, maior foi a de
tendcitos, infiltrado inflamatorio e de vasos sanguineos e tecido conjuntivo do endotendéo,
caracteristicas compativeis com um tenddo com proliferacao tecidual tipica do processo de
reparacao. Adicionalmente, revelou que quanto mais vasos sanguineos e tecido conjuntivo
no endotendado, maior foi a quantidade de fibroblastos e infiltrado inflamatério, o que
reforca a presenca de um tecido tendineo em reparo. A intensa neovascularizacdo deve ser
resultante do acentuado estimulo a angiogénese, possivelmente decorrente da acdo de
fatores de crescimento com efeito angiogénico, possiveis de ser encontrados no PRP, como
0 TGFf$31 (O'Kane e Ferguson, 1997; Werner e Grose, 2003), mas também os fatores de
crescimento epidermal (EGF), semelhante a insulina (IGF) (Werner e Grose, 2003), e 0

vascular endotelial (VEGF) (Marsolais e Frenette, 2005). Quadro semelhante foi relatado
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por Dahlgren et al. (2005) no TFDS de equinos necropsiados semanalmente apoés inducao
de tendinite com 2.097 unidades de digestdo tecidual de colagenase, ndo submetida a
tratamento. Esses autores observaram aumento gradual na celularidade e mudanca na
morfologia celular de tendcitos arredondados (1 e 2 semanas) para lineares (8 e 24
semanas), além de endotenddo mais espessado devido ao acumulo de vasos e elementos
celulares, principalmente no centro das lesdes e na area imediatamente ao seu redor.

As caracteristicas histolégicas observadas na biopsia realizada trés dias apds o
tratamento com PRP ou salina, revelou que o processo cicatricial se encontrava na
categoria tecido de granulacao inicial, descrita por van Schie et al. (2003), que estudaram
TFDS com lesdo aguda de ocorréncia natural. Segundo os autores, esse tipo tecidual é
constituido principalmente por grande numero de fibroblastos arredondados, infiltrado
inflamatorio mononuclear, vasto namero de proliferagcbes vasculares, e auséncia de
distribuicdo regular de células ou de arranjo longitudinal dos elementos fibrilares. J& o
tecido tendineo obtido 16 dias apds os tratamentos, € semelhante ao tecido de granulacao
avancado relatado pelos mesmos autores em TFDS de equino com lesdo espontanea em
fase subaguda, caracterizado pela presenca de fibroblastos arredondados, componentes
fibrilares com padrédo de ondulacao irregular e espessura variavel e incompleta organizacao
em feixes, além de aumento da vascularizagdo nos septos.

A observacdo, em ambas as fases e ambos os tratamentos, de fibroblastos
arredondados préximos ao endotendéo hipertrofiado e com intensa neovascularizagao,
indica uma migracdo extrinseca de fibroblastos, enquanto aqueles dispersos na matriz
tendinea ou em forma de corddes celulares remetem uma proliferacao intrinseca, sendo
ambos responsaveis pelo aumento da celularidade. Segundo Manske e Lesker (1984), a
reparacao tendinea pode ocorrer de forma intrinseca, através da proliferacéo de fibroblastos
do endo e do epitenddo ou extrinseca, pela invasdo de células via hematdégena ou dos
tecidos circunvizinhos, principalmente do peritenddo. O aumento da densidade
fibroblastica ja havia sido relatado ndo apenas em tendinopatia tratada com PRP (Bosch et
al., 2009; Maia et al., 2009b), mas também com hialuronato de sodio (Foland et al., 1992),
ultrassom terapéutico (Fernandes et al., 2003), laser terapia (Machado et al., 2000) e ondas
de choque (Chen et al., 2004). Entretano, o mesmo ocorre em tenddes infiltrados com
salina (Foland et al., 1992; Maia et al., 2009b), o que corrobora os achados obtidos na
analise morfométrica realizada no presente estudo, que nado revelou diferengca entre os
tratamentos. Por outro lado, Bosch et al. (2009) observaram que tenddes tratados com PRP

apresentaram maior atividade metabdlica em relagédo ao controle, devido ao aumento da
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celularidade e da vascularizagdo. Na opinido desses autores, o principal efeito do PRP no
processo de reparacao da lesdo tendinea é um efeito tardio sobre a proliferacdo e migracédo
celular, e, consequentemente, a atividade metabdlica geral.

A auséncia de diferenca entre o tratamento com PRP e a salina no que se refere a
organizacgéo tecidual do TFDS também foi relatada por Maia et al. (2009b) em bidpsias do
TFDS, realizadas 48 dias ap0s tendinopatia induzida por colagenase, tratada com 2,5 mL
de PRP, 12 dias ap0s aplicacdo da enzima. Essa semelhanca histolégica, ndo implica,
necessariamente, que os tecidos que receberam PRP e salina sejam iguais. Bosch et al.
(2009) observaram melhor organizacdo da rede de coldgeno no TFDS biopsiado 23
semanas apos infiltragdo com dose Unica de 3 mL de PRP ou salina na lesdo induzida
cirurgicamente no centro do tenddo. Apesar de ndo encontrarem diferenca histolégica entre
0s tratamentos no que diz respeito ao padrdo geral do tecido, esses autores relataram
melhor resposta das variaveis bioquimicas (quantificacdo de fatores de crescimento PDGF-
BB, TGF{ ¢ IGF-1, glicosaminoglicanos sulfatados, DNA, colageno e ligacdes cruzadas)

e biomecanicas (elasticidade e forca maxima necessaria para a ruptura tendinea) avaliadas,
no membro tratado com o componente rico em plaguetas.

Smith et al. (2006) observaram efeito anabdlico nos fibroblastos do ligamento
suspensorio de equinos sadios, quando PRP foi adicionado em culturas in vitro.
Adicionalmente, varios estudos demonstraram que o PRP influencia o reparo de tenddo em
caes (Murray et al., 2006), suinos (Murray et al., 2007) e ratos (Kajikawa et al., 2008). Em
pacientes humanos, a administracdo de PRP para tratamento de tendinose cronica do
“cotovelo” (Mishra ¢ Palveko, 2006) e como auxilio na reconstituicdo cirdrgica do tendao
calcanear comum (Sanchez et al., 2007), resultou em reducéo da dor e mais rapido retorno
ao treinamento, respectivamente. Por outro lado, estudo recentemente realizado por de Vos
et al.(2010) revelou que a administracdo de PRP nao resultou em maior melhoria da dor e
da atividade fisica, em portadores de tendinopatia crénica do tenddo calcanear comum,
guando comparado com o grupo que recebeu solugéo salina.

Esses resultados controversos corroboram a afirmativa de que o processo de
reparacdo tendinea representa um paradigma interessante para a ciéncia médica, tanto
veterinaria quanto humana, pois embora a maioria dos tenddes tenha capacidade de
cicatrizar espontaneamente apds uma lesdo, o tecido formado € quase sempre
mecanicamente pior e, portanto, menos capaz de desempenhar as fun¢des de um tend&o
normal, sendo também mais suscetivel a recidivas (Mast, 1997; Molloy et al., 2003; Smith

et al.,, 2006). Nesse sentido, existe uma busca continua do desenvolvimento de um
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tratamento que promova a regeneracao ou sintese de novo, ou seja, aumento ou modulacao
do processo normal de reparacdo tendinea, de forma a evitar a formacdo de tecido
cicatricial fibroso, caracteristico da cicatriz (Smith et al., 2006). E possivel que resultados
histoldgicos diferentes aos obtidos no presente estudo possam ser observados se 0s animais
forem submetidos & atividade fisica progressiva, como observado por Bosch et al. (2009),
em equinos submetidos a exercicio controlado, a partir da terceira semana apos tratamento
do TFDS com PRP.

A neovascularizacdo observada no endotenddo de ambos os tratamentos, cuja
intensidade foi maior nas areas da lesdo, é um achado importante, pois indica estimulo
local & angiogénese e pode favorecer a reparacdo tendinea. Em tenddes bem
vascularizados, o tecido pode se recuperar rapidamente, mas naqueles que sao hipo ou
avasculares, o processo de reparacao € mais demorado, aumentando as chances de que uma
forca prejudical seja aplicada e ocorra uma nova injaria (Pufe et al., 2005). O padrdo da
neovascularizagdo observado no presente estudo corrobora os achados de Maia et al.
(2009b). Embora néo tenha sido encontrada diferenca significativa entre PRP e salina em
relacdo a vascularizacdo, as vantagens do efeito angiogénico do PRP via intralesional ja
haviam sido relatadas no ligamento cruzado cranial de cdes (Murray et al., 2006), no
tendao calcanear comum de ratos (Aspenberg e Virchenko, 2004), bem como no tendao
patelar de coelhos (Lyras et al.,, 2009). Estudo realizado em ratos por Kajikawa et al.
(2008), em tendao patelar direito tratado com PRP, demonstrou aumento do numero de
células derivadas da circulacdo sanguinea, ou seja, o0 PRP estimulou a mobilizacdo dessas
células de 3 a 7 dias ap6s o aparecimento das lesdes. Esses resultados sugerem uma rapida
acdo do PRP nos primeiros dias ap6s a sua aplicacéo, reforcando a necessidade de estudos
abrangendo as diferentes fases do processo de reparacdo, para comprovagdo ou nao da
eficacia da terapia. Ha relatos de que os fatores de crescimento presentes nesse
componente rico em plaquetas trabalham em conjunto (Mishra e Pavelko, 2006),
promovendo a melhoria do tecido, com aumento da producdo do colageno, migracédo de
fibroblastos e macréfagos, assim como da angiogénese local (Bennett e Schultz, 1993,
Klein et al., 2002, Werner e Grose, 2003; Kisucka et al., 2006).

A presenca de atividade miofibroblastica nos membros tratados com salina também
foi observada em ovinos por Weiler et al. (2002), em ligamento cruzado cranial
reconstituido cirurgicamente com fragmento do tenddo calcanear comum. Fibroblastos que
expressam o-actina de musculo liso sdo conhecidos como miofibroblastos (Sharma e

Maffulli, 2005), e especula-se que eles exercam um papel na homeostase da rede de matriz
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extracelular de tenddes e ligamentos e, consequentemente, podem ser responsaveis pela
formacgao de aderéncias (Weiler et al., 2002). Portanto, a presenca de miofibroblastos pode
ter contribuido para a formacéo de aderéncias nos membros tratados com salina.

A metaplasia condréide observada em 83,33% dos membros dos equinos utilizados
no presente estudo pode ser devido a idade dos animais, que variou de 13 a 16 anos. Este
achado também foi verificado em estudos com TFDS sadios (Webbon, 1978; Crevier-
Denoix et al.,, 1998) e lesionados (Marxen et al., 2003; Maia et al., 2009b), sendo
considerado comum em animais idosos (Webbon, 1978, 1986; Crevier-Denoix et al.,
1998), em éareas submetidas a compressao (Crevier-Denoix et al., 1998) onde o tenddo
possui uma matriz condréide (Vogel e Koob, 1989). Na realidade, pode ser uma adaptacao
funcional a cargas compressivas (Benjamin e Ralphs, 1998) e/ou decorrente de estresse em
regides ndo submetidas a cargas de tracdo (Almekinders et al., 2003; Pufe et al., 2005;
Kjaer et al., 2006). Segundo de Mos et al. (2009), os fatores de crescimento, coflo TGF-
podem influenciar a diferenciagdo condrogénica.

Nos fragmentos histolégicos obtidos a partir dos tenddes biopsiados na fase de
proliferacdo, o padrdo de distribuicdo das fibras colagenas, caracterizado por fibras
esverdeadas (tipo Ill) entremeadas nas fibras avermelhadas (tipo 1), é indicativo de que
estava havendo sintese de novo de colageno, sendo também observado por Maia et al.
(2009b) em TFDS biopsiado 36 dias apds infiltracdo intralesional com PRP ou NaCl a
0,9%, e por Fenwick et al. (2001) em tendao calcanear comum de pacientes humanos com
tendinopatia crénica de ocorréncia natural. A expressdo de colageno tipo Il é
proporcionalmente maior imediatamente apds a lesdo (Dahlgren et al., 2005), conforme
observado no presente estudo. Com a progressdao do processo de reparacao tecidual, as
fibrilas de colageno do tipo Ill, de menor diametro, mais frageis e menos organizadas, sao
substituidas pelas do tipo I, que sdo mais espessas e mais resistentes a tracdo (Dahlgren,
2007). TendBes com grande quantidade de colageno do tipo Ill sdo menos elasticos e,
portanto, passiveis de recidivas (Sharifi et al., 2009).

Embora fosse esperada uma maior presenca depTGk-fase de proliferagéo,
principalmente aquele liberado pelos macréfagos durante a resolucédo da inflamagéo, a
auséncia de marcacao imunoistoquimica de PGhkes tenddes submetidos a ambos os
tratamentos e nas duas fases do processo de reparacdo avaliadas, sugerem que nao houve
uma atividade pro-inflamatdria intensa que levasse a uma maior atividade de fatores anti-
inflamatorios como o TGB4, corroborando a discreta presenca de infiltrado inflamatorio

observada no exame histolégico. Outra possivel explicacdo € que os tempos de coleta das
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amostras tendineas (3 e 16 dias ap0s o tratamento) ndo foram adequados para demonstrar a
atividade desse fator de crescimento mediante avaliagdo imunoistoquimica. Nesse sentido,
a realizacdo de biopsias 48 horagés semanas apds a aplicacao intratendinea de PRP
poderiam demonstrar resultados diferentes dos obtidos no presente estudo. Fenwick et al.
(2001) também ndo encontraram marcacao para este fator de crescimento em células
teciduais de tend&o calcanear comum, proveniente de pacientes humanos com tendinopatia
cronica. Entretanto, utilizando a técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA), Everts et al.
(2006b) encontraram altas concentractes de fIshe PRP humano apos ativacdo com
trombina autdloga. Adicionalmente, Schnabel et al. (2007) relataram aumento na
expressao génica de moléculas da matriz (colagenos do tipo | e Il e proteina oligomérica
da matriz cartilaginosa), sem incremento concomitante da expressdo das moléculas
catabdlicas (MMP-3 e MMP-9) apds a adicdo de PRP a cultura celular de TFDS de
equinos, sinalizando que ha um controle da atividade tecidual, provavelmente decorrente
da presenca de elevadas concentracdes de fatores de crescimento anabdlicos, como o TGF-
B1. Esse fator de crescimento, que € uma citocina com atividade bioldgica relacionada com

a reparacao tecidual, estimula a supressdo da atividade das proteinases e 0 aumento na
atividade de inibidores de metaloproteinases (Bennett e Schultz, 1993; Werner e Grose,
2003).

Esses resultados contraditorios reforcam a necessidade de estudos in vivo,
determinando a concentracdo do TfEFno tenddo em processo de reparagdo. Na
metodologia adotada no presente estudo, foram consideradas células marcadas para TGF-
B1, caracterizadas pela coloragcdo marrom produzida pela peroxidase. Entretanto, essa cor
também foi observada dispersa na matriz tendinea, mas néo foi incluida como marcacao
positiva para esse fator de crescimento, devido a impossibilidade de compravar su
presenca no meio extracelular. Sabe-se que a marcagao extracelular pode ser causada pela
presenca do fator de crescimento, mas também pode resultar de reacéo inespecifica. Chang
et al. (1997) observaram a marcacdo dessa proteina tanto na matriz tendinea (forma
extracelular) quanto nos tendcitos (forma intracelular) no tendao flexor de coelhos em
processo de reparacdo apos transeccdo. Estudo in vivo realizado por Natsu-ume et al.
(1997), nos ligamentos patelares de ambos os membros de ratos lesionados cirurgicamente
e com reparo natural, demonstrou que inicialmente o [iGlestava extracelular,
provavelmente devido a desgranulacdo de plaguetas. Em um estagio mais avancado da

reparacao esse fator de crescimento foi associado a fibroblastos, que segundo os autores foi
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reflexo da sintese de mais T@GF{sintese de novo), estimulada pela lesédo tecidual e pelo
processo reparativo.

Na realidade, sdo conhecidas trés isoformas defl@G&+-p1, TGF-B2 e TGF-B3),
potencialmente produzidas pela maioria das células ativadas na reparacdo de feridas,
principalmente pelas plaquetas (Chang et al., 1997). Existem evidéncias de regulagdo
diferenciada das isoformas de T@Falanga et al., 1991; Flanders et al., 1993; Villiger
et al., 1993), sugerindo que 0s mecanismos de estresse, injuria do tecido ou exposicao a
citocinas podem induzir a um diferente espectro de expressdo dessas isoformas.
isoforma TGFB1 ¢ secretada na forma peptidica latente, e ativada por condigdes acidas ou
por clivagem proteolitica (Chang et al., 1997; Werner e Grose, 2003), sendo responsavel
por acelerar o processo de reparacao (Pierce et al., 1989). Baseado no fatoade que
isoforma TGFB2 ¢ predominante na matriz fibrilar tanto do tenddo calcanear comum sadio
quanto do patolégico (Fenwick et al., 2001), os resultados obtidos na presente pesquisa nao
permitem inferir a auséncia total de T@Glkem base apenas na determinagdo do TGF-B1.

Em estudo in vitro realizado por Klein et al. (2002), ficou demonstrado que a adi¢cdo das
trés isoformas de TGP; isoladamente, em células distintas (fibroblastos da bainha,
epitenddo ou do endotend&o), oriundas de tenddes de coelhos, diminuiu 0 nimero de
células na cultura, em relacdo ao grupo controle e aumentou a producao de colageno tipos |
e lll. Portanto, como as trés isoformas de T5€stdo presentes no reparo de feridas, é
importante a identificacdo e mensuracao de todas elas no processo de reparacéo tendineo.

As metaloproteinases sdo enzimas proteoliticas capazes de degradar ndo apenas
diferentes tipos de colageno, mas também outros componentes da matriz extracelular
responsaveis pela funcédo tendinea (Dahlgren, 2007). Como a acdo dessas enzimas é
regulada pela secrecao de varios inibidores, a presenca de marcacdo imunoistoquimica para
TIMP-1 nos fibroblastos dos tenddes tratados com PRP ou solugao salina, biopsiados na
fase inflamatoria e de proliferacéo tecidual, sugere que havia uma tendéncia de controle da
atividade catabdlica das metaloproteinases, com reducdo da degradacéo da matriz tendinea
produzida pelos fibroblastos no tecido em reparacéo.

A auséncia de diferenca entre os tratamentos no que se refere a presenca tle TIMP-
nao confirma a hipotese de que a combinacdo de fatores de crescimento presente no PRP
apresenta acdo anti-catabolica sobre a matriz tendinea. E possivel que a lesdo induzida no
tenddo nao tenha provocado um estimulo suficientemente grande para que ocorresse a
deposicdo de matriz tendinea, e a inativagdo das metaloproteinases pelos inibidores. Outra

possibilidade € de que, contrariando o tempo de até poucas semanas para a fase
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inflamatoria do processo de reparacao tendinea (Dahlgren, 2007), as amostras biopsiadas

trés dias ap0s a realizacdo dos tratamentos ja ndo se encontravam mais nessa fase da
reparacao, que de acordo com Riley et al. (2002), tem como uma de suas caracteristicas a

intensa atividade das metaloproteinases, e a necessidade do seu controle. Esse fato poderia
explicar a auséncia de diferenca entre os fragmentos tendineos biopsiados trés e 16 dias

apods os tratamentos.

N&o existem, até o presente momento, estudos cientificos detectando ou
quantificando a presenca de TIMP-1 em tenddes de equinos. Portanto, ndo foi possivel
comparar os resultados obtidos com os de outras pesquisas. Por outro lado, de Mos et al.
(2008) demonstraram, em experimentos in vitro com cultura de fibroblastos humanos
tratada com PRP, estimulo a proliferacao celular e a producao de colageno, assim como
discreto aumento na expressdo de enzimas que degradam a matriz (MMP-1, MMP-3 e
MMP-13) e de fatores de crescimento endogeno (VEGF-A e flgRNesse sentido, ¢
importante estabelecer uma relagcdo quantitativa da presenca de metaloproteinases e dos
seus inibidores no tecido, de forma a permitir uma melhor base comparativa entre
tratamentos.

Brew et al. (2000) ressaltaram que existem davidas quanto a forma de atuacéo do
TIMP-1 e a sua especificidade em relacdo as diversas metaloproteinases, indicando a
importancia da realizacdo de experimentos onde também sejam avaliadas as outras
isoformas de TIMP, e até mesmo as proprias metaloproteinases, para que se possa
determinar de forma mais precisa, a intensidade de acdo dessas enzimas no tendao em
processo de reparacdo, apos tratamento intralesional com plasma rico em plaquetas.

Em conclusao, as avaliacfes histoldgica e imunoistoquimica de tendfes biopsiados
trés e dezesseis dias apds tratamento intralesional com PRP, correspondendo as fases
inflamatoria e de proliferacéo, revelam que uma Unica aplicacdo desse componente rico em
plaguetas, cinco dias apos a inducdo de tendinopatia, ndo influencia o processo de
reparacao, nem a presenca de TIMP-1 e BGhas células presentes no reparo.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, para comprovar ou nao a eficacia
dessa terapia de baixo custo e facil aquisicdo, ainda séo necessérios estudos controlados
que avaliem o tecido tendineo em diferentes intervalos de tempo entre a aplicacdo do PRP
e a bidpsia. Além de avaliagbes bioquimicas e biomecanicas em diferentes fases do
processo de reparacdo, se fazem necessarios estudos quantitativos que determinem a
concentracdo de fatores de crescimento ndo apenas no PRP, mas também no tecido que

recebeu este componente rico em plaquetas.
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Apéndice 1

Valores plaguetarios maximos obtidos a partir da correcdo da contagem de plaquetas no
plasma rico em plaquetas ativado ou ndo, em cada classificacdo morfolégica adotada para

o0 teste estatistico

Classificacao das Trombina Trombina bovina
PRP puro CacCl, a 10% .
plaquetas bovina + CaCl, a 10%
0: em repouso 57,00 13,95 0 0
1: ativagéo incerta 68,68 37,20 0 0
2: totalmente ativada 12,00 16,50 0 0
3: dano irreversivel 1,16 1,50 0 0
4: Rompida* 0 0 215,33 94,43

*: Alterag&o morfologica encontrada no presente estudo, mas néo relatada na clasaifictgio

69



Apéndice 2

Médias das variaveis edema, dor a palpacdo e aumento de temperatura local, avaliadas no
exame fisico realizado ao longo do tempo, dos membros tratados com plasma rico em
plaguetas (PRP) ou NaCl a 0,9%

. . Aumento de o
Edema Dor a palpacéo Claudicacao
temperatura local

PRP NaCla0,9% PRP NaCla0,9% PRP NaCla0,9% PRP NaCla 0,9%

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3,00 3,00 1,83 2,17 1,67 2,00 0,33 0,33
3,00 2,83 1,83 2,17 1,00 1,00 0,17 0,33
2,67 2,33 2,17 2,00 0,00 0,00 0,17 0,33
2,83 2,67 1,83 1,67 1,00 1,00 0,33 0,17
2,67 2,50 0,83 1,50 0,00 0,00 0,17 0,00
1,67 2,33 0,67 2,33 0,00 0,00 0,00 0,00
7 1,00 1,33 0,33 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00

o o A W N P+ O H

T=tempo; TO= imediatamente antes da inducdo da tendinopatia; T1= 24ihdyg#o da tendinopatia; T2=
48 horas apés inducdo da tendinopatia; T3= imediatamente antes dos trataféntdsth apos os
tratamentos; T5= 24h apdés os tratamentos; T6= 1 semana ap0s 0s tegdapanas de trés animais); e T7=
2 semanas apo6s os tratamentos (apenas de trés animais).
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Apéndice 3

Médias das variaveis ecogenicidade, paralelismo, area transversal do tenddo (ATT) e da
lesdo (ATL), avaliadas por ultrassonografia realizada ao longo do tempo, dos membros

tratados com plasma rico em plaquetas (PRP) ou NaCl a 0,9%

ATT ATL Paralelismo Ecogenicidade
PRP NaCla0,9% PRP NaCla0,9% PRP NaCla0,9% PRP NaCla 0,9%

1,28 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,38 1,42 0,00 0,00 2,17 2,50 1,17 1,17
1,32 1,32 0,00 0,00 2,00 2,00 2,00 1,67
1,86 1,62 0,26 0,17 1,83 1,83 2,67 2,67
1,63 1,61 0,09 0,10 1,67 2,17 2,17 1,67
2,04 1,84 0,65 0,32 1,67 2,00 1,83 1,83
1,64 1,74 0,22 0,17 2,67 2,00 1,00 1,67
7 1,31 1,42 0,04 0,07 2,67 2,00 0,67 1,33

o oA WN » O H

T=tempo; TO= imediatamente antes da inducdo da tendinopatia; T1= 24ihdyg#o da tendinopatia; T2=
48 horas apoés indugcdo da tendinopatia; T3= imediatamente antes dos trataméntdsth apos os
tratamentos; T5= 24h apoés os tratamentos; T6= 1 semana ap0s os tagdapnas de trés animais); e T7=

2 semanas apo6s os tratamentos (apenas de trés animais).
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Apéndice 4

Valores das variaveis histologicas resultantes da morfometria realizada a partir dos cortes

longitudinais, nos membros tratados com plasma rico em plaquetas (PRP) ou NaCl a 0,9%

Fase inflamatéria

Fase de proliferacao

Variavel Repeticbes
PRP NaCl a 0,9% PRP NaCl a 0,9%

Fibroblasto 1 89 50 84 134
linear 2 217 114 133 190

3 175 180 150 63

X 160,33 114,67 122,33 129

S 65,25 65 34,27 63,65
Fibroblasto 1 48 53 73 88
ligeiramente 2 65 29 71 154
oval 3 61 67 32 28

X 58 49,67 58,67 90

s 8,89 19,22 23,12 63,02
Fibroblasto 1 19 26 16 22
moderadamente 2 26 4 43 58
arredondado 3 20 14 12 8

X 21,67 14,67 23,67 29,33

s 3,79 11,02 16,86 25,79
Fibroblasto 1 7 2 0 5
totalmente 2 0 0 0 0
arredondado 3 0 0 0 0

X 2,33 0,67 0 1,67

s 4,04 1,15 0 2,89
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Continuacao do Apéndice 4:

Fase inflamatoria Fase de proliferacao

Variavel Repeticbes
PRP NaCl a 0,9% PRP NaCl a 0,9%

Fibra coldgena 1 1775 1874 1810 1767

2 1795 1813 1744 1545

3 1702 1769 1771 1841

X 1757,33 1818,67 1775 1717,67

s 48,95 52,73 33,18 154,04
Vaso sanguineo 1 40 15 29 18
do endotendao 2 3 55 49 62

3 66 33 49 45

X 36,33 34,33 42,33 41,67

s 31,66 20,03 11,55 22,19
Tecido 1 134 92 100 78
conjuntivo do 2 6 97 72 103
endotendéao 3 88 49 98 127

X 76 79,33 90 102,67

s 64,84 26,39 15,62 24,5

¥ = meédia; s = desvio-padréo
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Apéndice 5

Valores das variaveis histologicas resultantes da morfometria realizada a partir dos cortes

transversais, nos membros tratados com plasma rico em plaquetas (PRP) ou NaCl a 0,9%

Fase inflamatéria

Fase de proliferacao

Variavel Repeticbes
PRP NaCl a 0,9% PRP NaCl a 0,9%
Fibroblasto 1 129 122 152 175
2 264 106 163 243
3 145 235 109 114
X 179,33 154,33 141,33 177,33
s 73,76 70,32 28,54 64,53
Infiltrado 1 0 0 0 0
inflamatério 2 0 0 0 0
3 34 0 0 0
X 11,33 0,00 0,00 0,00
S 19,63 0,00 0,00 0,00
Fibra colageni 1 1744 1695 1817 1750
2 1693 1605 1543 1676
3 1581 1694 1771 1786
X 1672,67 1664,67 1710,33 1737,33
S 83,38 51,68 146,73 56,08
Vaso 1 77 78 44 57
sanguineo do 2 53 98 108 69
endotendé&o 3 83 70 86 79
X 71,00 82,00 79,33 68,33
S 15,87 14,42 32,52 11,02
Tecido 1 162 215 99 130
conjuntivo do 2 102 303 298 124
endotendao 3 269 113 146 133
X 177,67 210,33 181,00 129,00
s 84,60 95,09 104,01 4,58

X = média; s = desvio-padréo
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