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ABSTRACT.- Maia L., Souza M.V., Alves G.E.S., Junior J.l.R., Oliveira A.C., Silva
Y.F.R.S. & Zandim B.M. 2009. [Platelet-rich plasma in the treatment of induced
tendinitis in equines: Ultrasonographic evaluation.] Plasma rico em plaquetas no
tratamento de tendinite induzida em equinos: avaliacado ultra-sonografica. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 29(3):241-245. Setor de Clinica e Cirurgia de Grandes Animais,
Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa, 36570-000 Vigcosa, MG,
Brazil. E-mail: msouza @ ufv.br

The objective of the study was to evaluate the effect of platelet-rich plasma (PRP) in the
treatment of induced tendinitis in the superficial digital flexor tendon (SDFT) of horses
through ultrasonographic evaluation. Thus, six 8 to15-year-old healthy gelding horses (x =12
years) were used. Tendinitis of the SDFT was provoked in both forelimbs via intratendineous
administration of 2.5mg of collagenase (2.5mg.mL"), what was considered as beginning of
the experimental phase. Twelve days after induced tendinitis, the horses were submitted to
two treatments: (1) in the lesion caused in the right SDFT (treated group, TG), 2.5mL of
PRP activated with calcium chloride at 0.0125mol.L", at concentrations from 320,000 to
500,000 platelets.uL", were administered; (2) in the tendinitis of the left SDFT (control
group, CG), 2.5mL of 0.9% saline solution was administered. After 5 days, the animals
were submitted to controlled and progressive physical activity during 30 days.
Ultrasonographic examinations were carried out before and after tendinitis induction (48
hours after and on experimental days 7, 12, 14, 21 28, 35 and 42), with tendon cross-
sectional area (CSA), lesion cross-sectional area (L-CSA), L-CSA percentage, severity
and echogenicity of the lesion, as well as collagen fiber alignment being evaluated. The
result revealed reduction (P<0.05) in the L-CSA and in the degree of lesion echogenicity
in function of time, but with difference (P<0.05) between groups only for L-CSA, with
smaller values in TG. The treatment with PRP promotes greater reduction in the area of
the lesion measured by ultrasound.

INDEX TERMS: Horses, tendon, ultrasound, growth factors, healing.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito
do plasma rico em plaquetas (PRP) no tratamento da
tendinite induzida no tendéao do musculo flexor digital su-
perficial (TFDS) de eqlinos mediante avaliagéo ultra-
sonografica. Para isso foram utilizados seis equinos
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higidos machos castrados, com idade de 8-15 anos (x=12
anos). A tendinite do TFDS foi provocada em ambos os
membros toracicos, mediante a administragéo intraten-
dinea de 2,5mg de colagenase (2,5mg.uL"), sendo esse
procedimento considerado o inicio da fase experimen-
tal. Doze dias ap6s a indugéo da tendinite, os animais
foram submetidos a dois tratamentos: sendo que na le-
sao efetuada no TFDS direito (grupo tratado, GT), foram
administrados 2,5mL de PRP ativado com cloreto de
célcio a 0,0125mol.L™", contendo concentragdes varian-
do de 320.000 a 500.000 plaquetas.uL™'; na tendinite do
TFDS esquerdo (grupo controle, GC), foram injetados
2,5mL de solucdo salina a 0,9%. Apos cinco dias, o0s
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animais foram submetidos a atividade fisica controlada
e progressiva durante 30 dias. Os exames ultra-
sonograficos foram realizados antes e apds indugao da
tendinite (48 horas apds e no 79, 129, 149, 219, 289, 35°,
42° dias do experimento), sendo avaliado a area trans-
versal do tendao (ATT), area transversal da lesao (ATL),
o percentual da ATL, a intensidade e ecogenicidade da
lesédo, assim como o paralelismo das fibras colagenas.
Os resultados revelaram reducao (P<0,05) da ATL e do
grau de ecogenicidade da lesdao em funcédo do tempo,
mas com diferenca (P<0,05) entre grupos apenas para
ATL, com valores menores no GT. O tratamento com
PRP proporciona maior redugéo da area da leséo, men-
surada por ultra-sonografia.

TERMOS DE INDEXAQAO: Cavalos, tendao, ultra-sonografia,
fatores de crescimento, cicatrizagéo.

INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP) e o concentrado de
plaquetas (CP) é uma fonte de facil aquisi¢cao e baixo custo
de diversos fatores de crescimento, importantes na repa-
racao tecidual, devido a agao mitogénica, quimiotaxica e
neovascular.

O PRP é derivado do sangue total, podendo conter
entre trés a cinco vezes mais plaquetas que os niveis fisi-
olégicos (Marx et al. 1998, Gonshor 2002, Kevy &
Jacobson 2004) que, nos eqtinos, podem variar entre
100.000 e 350.000 plaquetas.uL™! (Feldman et al. 2000).
Esse componente pode ser obtido mediante uma
(Camargo et al. 2002, Pagliosa & Alves 2007) ou duas
centrifugagcdes (Nunes Filho et al. 2007, Pagliosa & Alves
2007, Barbosa et al. 2008, Maia 2008) de 200-2000g, du-
rante 3-5 minutos. Na opinidao de Anitua et al. (2004) con-
centracdes superiores a 300.000 plaquetas.uL™! séo sufi-
cientes para o preparo do PRP.

A ultra-sonografia € uma técnica de diagnéstico por
imagem de auxilio na detecgcdo e no acompanhamento
de lesdes que afetam o aparelho locomotor de equinos.
Esta técnica permite determinar o local exato da lesao, e
quantificar a extensao e a intensidade da mesma, além
de possibilitar o monitoramento do processo de repara-
¢ao tecidual durante o periodo de tratamento (Marr et al.
1993). Segundo Wrigley (2006) sdao necessarias ima-
gens de alta resolucao, particularmente para a identifi-
cacéao de lesdes discretas, visto que tenddes e ligamen-
tos sao estruturas relativamente pequenas. Os transdu-
tores com frequiéncia de 7,5 MHz séo adequados para
avaliacdo de tenddes e ligamentos, por proporcionarem
a obtencdo de uma imagem com boa resolucéo. Na opi-
niao de Genovese & Rantanen (1998), a utilizacao do
standoff pad (distanciador) é essencial quando se dese-
ja estudar a superficie do tendao do musculo flexor digi-
tal superficial (TFDS).

O objetivo deste trabalho foi determinar, mediante
avaliagao ultra-sonografica, o efeito do PRP no tratamen-
to da tendinite induzida no TFDS de equinos.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis equinos mesticos higidos machos, cas-
trados e com idade entre oito e 15 anos (12+2,28), seleciona-
dos mediante avaliagao de variaveis clinicas e exame especifi-
co do aparelho locomotor, bem como estudo ultra-sonografico
da regido metacarpica palmar dos membros toracicos.

A tendinite do TFDS foi induzida nos membros toracicos di-
reito (MTD) e esquerdo (MTE) de todos os animais, mediante a
administragéo de 2,5mg de colagenase (Colagenase tipo 1: C-
0130%, Sigma Pharmaceutical) diluida em 1mL de dgua destilada
estéril. A solucdo de colagenase foi aplicada na regiao palmar
do TFDS, no ponto médio localizado entre a borda distal do osso
acessorio do carpo e a proximal dos 0ssos sesamoides proximais,
de forma a atingir o centro do tendao. O procedimento foi realizado
com o auxilio de um transdutor linear de 7,5 MHz (Medison®),
sendo a indugéo considerada o inicio da fase experimental.

Para a obtengéo do PRP foram realizadas modificagbes a
partir do método descrito por Carmona (2006). Para isso, amos-
tras de 81mL do sangue de cada um dos animais foram colhi-
das por puncao da veia jugular externa, em 18 tubos com capa-
cidade para 4,5mL, contendo o anticoagulante citrato de sédio
a 3,8%. As amostras de sangue foram homogeneizadas e cen-
trifugadas a 1209, durante cinco minutos. De cada tubo
centrifugado foi descartado 1,5mL do plasma presente na su-
perficie, com o propdsito de se usar um plasma mais concen-
trado em plaquetas na segunda centrifugagdo. Para isso, 20mL
do plasma obtido apds a primeira centrifugacao foram acondi-
cionados em dois tubos sem anticoagulante, com 10mL de ca-
pacidade, procedendo-se em seguida a centrifugacao dos mes-
mos a 473g por cinco minutos. Apds a segunda centrifugacao,
o plasma foi dividido em duas fragcbes: o sobrenadante (plas-
ma pobre em plaquetas) e a fragdo remanescente denomina-
da PRP. O plasma pobre foi descartado e o PRP, reservado.
Deste, 2,5mL foram acondicionados em um novo tubo a va-
cuo sem anticoagulante, para ativacéo. Para tal, foram adicio-
nados 125pL de solugdo de cloreto de calcio a 0,0125mol.L™"
(Wiener lab.®). Posteriormente, o tubo com PRP foi incubado
em estufa a uma temperatura de 20-22°C, por duas horas,
com a finalidade de estimular a degranulagdo plaquetaria.
Adicionalmente, procedeu-se nova centrifugacao a 1.720g por
oito minutos, com a finalidade de se obter um PRP homogeneo
apos a ativacao, ou seja, sem a presenca de coagulos de fibrina
que eventualmente pudessem vir a dificultar a aplicagéo intra-
tendinea. Os tubos contendo o PRP ativado para aplicagéo
intratendinea foram acondicionados em caixa de isopor com
gelo identificada com o numero do animal. A certificacdo da
concentragéo de plaquetas no PRP foi realizada automatica-
mente, logo apds a segunda centrifugacao.

No 12° dia apds a inducéo da tendinite foi realizado o trata-
mento com o PRP. Na lesdo efetuada no TFDS direito (grupo
tratado, GT), foram administrados 2,5mL do PRP ativado com
cloreto de calcio a 0,0125 mol.L", contendo concentragdes
variando entre 320.000 e 500.000 plaquetas.uL. Ja na tendinite
do TFDS esquerdo (grupo controle, GC), foram injetados 2,5mL
de solugéo salina a 0,9% (Sanobiol®). A administraco intrale-
sional em ambos os grupos foi realizada utilizando-se agulha
de 21 G, monitorada por exame ultra-sonografico.

Os animais foram submetidos a atividade fisica controlada
e progressiva a partir do quinto dia de aplicacédo do PRP e da
solucdo salina, tendo uma duragédo de 30 dias. O seguinte
esquema foi utilizado: 5 minutos ao passo (10 dias); 10 minutos
ao passo (10 dias) e, finalmente, 15 minutos ao passo durante
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outros 10 dias. Durante essa atividade, os animais foram
puxados pelo cabresto.

O exame ultra-sonografico foi realizado com equipamento
portatil (Medison®, modelo Sonovet 600) provido de transdutor
linear de 7,5 MHz, acoplado a um standoff pad (distanciador)
gue proporcionaram o acompanhamento do TFDS antes da ad-
ministracao da colagenase, 48 horas apds a inducéo da tendinite
e no 79, 12° 14° 212 28° 35° e 42° dias do experimento. As
avaliacoes foram realizadas nos planos transversal e longitudi-
nal, e as imagens obtidas foram registradas a partir de uma
placa de captura de video (Pixel View®) instalada no computa-
dor, para posterior comparagao entre os membros nos diferen-
tes momentos avaliados. As variaveis ultra-sonografica avalia-
das foram:

a) Area transversal do tenddo (ATT) e area transversal
da lesdo (ATL). A ATT e a ATL foram medidas (cm?) a partir
das imagens ultra-sonograficas obtidas no local de indugédo da
tendinite, mediante a orientacéo de um ponto de sutura simples
separado e marcagao com o uso de uma caneta Texta fineline
700. As mensuracgoes foram realizadas utilizando-se o software
QUANT V1.0.0.28, desenvolvido pelo Departamento de Solos
da Universidade Federal de Vigosa (MG), ja padronizado para
utilizacdo no tendao de equinos por Aristizabal et al. (2005).

b) Percentual de area lesada no interior de cada tendao
e intensidade da lesdo. Para a determinacao e avaliacao
dessas variaveis tomaram-se como base as informacoes
descritas por Genovese & Rantanen (1998). O percentual de
area lesada foi obtido por meio da relagéo entre a area total da
lesdo e area transversal do tendao. A intensidade da lesao foi
avaliada de acordo com o padrao de comprometimento descrito
como: discreta: de 1-15% da ATT; moderada: de 16 a 25% da
ATT e intensa: comprometimento acima de 25% da ATT.

c) Ecogenicidade da lesd@o. A ecogenicidade foi graduada
de 0 a 4, segundo a classificagao de Genovese et al. (1986): 0:
padrao normal (isoecdico); (1) redugao em 25% (predominan-
temente isoecoico); (2) redugdo em 50%; (3) redugao em 75%
(predominantemente anecdico); e (4) reducao em 100% do
padrdo isoecéico (totalmente anecdico).

d) Paralelismo das fibras colagenas. A determinagéo do
paralelismo das fibras foi realizada nas imagens obtidas
longitudinalmente e graduada em escala de 0 a 3, conforme
descrito por Alves et al. (2001): 0 = auséncia, 1 = discreto, 2 =
parcial, 3 = paralelismo total.

Os dados referentes as variaveis ultra-sonograficas (area
transversal do tenddo e da lesdo tendinea; ecogenicidade da
lesdo e paralelismo das fibras colagenas) foram avaliadas por
meio de andlises de regressdes em funcao do tempo e do
tratamento, estudado por uma variavel dummy (GT=1, GC=0),
cujos coeficientes foram testados pelo teste t a 5% de
probabilidade. A andlise foi realizada no programa estatistico
Minitab® versdo14, mediante o uso das médias das variaveis
em estudo dos grupos experimentais GT e GC, nos diferentes
tempos de avaliagao apds o tratamento.

Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram
submetidos a andlise da Comissdo de Etica do Departamento
de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, e apds
aprovagao receberam n? de protocolo 73/2007.

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

Nas avalia¢des realizadas previamente ao tratamento
(dia zero, com 48 horas, assim como no 7° e 122 dia), os
achados mais importantes nos tenddes direito e esquer-
do foram a presencga de edema peritendineo apds 48 ho-
ras da inducao da tendinite, a perda do paralelismo per-
feito das fibras colagenas e a visualizacao inicial da leséo
mediante a perda de ecogenicidade no 7° dia, com me-
Ihor delimitacdo no 12° dia.

Apés o tratamento (dias 14, 21, 28, 35 e 42), a Unica
variavel que diferiu (P<0,05) entre o GC e o GT foi a area
transversal da leséo (ATL), com menores valores médios
no GT. Ja a redugéo (P<0,05) em funcdo do tempo foi
observada tanto para a ATL como para o grau de
ecogenicidade da lesdo em ambos os grupos (Fig.1 e 2).
O mesmo comportamento nao (P>0,05) foi verificado nas
demais variaveis ultra-sonograficas (ATT e paralelismo
das fibras colagenas) em estudo.

A intensidade da lesao, baseada no percentual da ATL,
foi classificada como discreta (1 a 15% da ATT) em am-
bos os grupos até a ultima avaliagéo ultra-sonografica (42°
dia).

Em ambos os grupos a ecogenicidade da lesao apre-
sentou-se hipoecdica, com perdas entre 25% e 75% (Grau
1 a 3) durante os diferentes momentos de avaliagcdo pos-
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Fig.1. Estimativas da area da lesdo nos grupos tratado (GT) e
controle (GC) apds o tratamento, em fungéo do tempo de
avaliagéo.
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Fig.2. Estimativas do grau de ecogenicidade da leséo (0 a 4)
nos grupos tratado (GT) e controle (GC) apds o tratamento,
em func¢é@o do tempo de avaliagéo.
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Quadro 1. Equacoes de regressdo das variaveis ultra-sonogréficas, area
transversal da leséo e ecogenicidade da lesédo estimadas em funcao do
grupo (G) e tempo (T) de avaliacao apds o tratamento em dias

Variavel Equacdes de regressao R2 (%)
Area transversal da lesao ¥= 0,218000 - 0,014000*G - 0,0025000*T 93,3
Ecogenicidade da lesao Y= 2,9530 - 0,027500*T 65,0

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

tratamento com PRP e administracdo de salina, mas sem
diferencas (P>0,05) entre os grupos. Durante esse mes-
mo periodo de avaliagéo ultra-sonografica, o paralelismo
das fibras colagenas manteve-se parcial (Grau 2) e dife-
rencas (P>0,05) entre grupos nao foram observadas.

Os valores médios da area transversal do tendao vari-
aram de 1,24+0,10 a 1,53+0,15cm2 no GT e de 1,34+0,18
a 1,56+0,16¢cm? no GC, sem que diferengas (P>0,05) fos-
sem observadas entre 0s grupos.

As equacdes de regresséo utilizadas para a constru-
cao das Fig.1 e 2 estdo apresentadas no Quadro 1. Nota-
se a influéncia do tempo na reducéo das variaveis, assim
como a diferenga (P<0,05), j& mencionada anteriormen-
te, com relagédo a area transversal da leséo, de acordo
com O grupo.

DISCUSSAO

A utilizagéo do distanciador foi fundamental para a ade-
quada delimitacdo e individualizagéo do TFDS. Segundo
Biller & Myer (1988), este acessorio é importante no estu-
do de estruturas superficiais, até mesmo quando se utili-
zam transdutores de alta frequiéncia, ja que reduz ou im-
pede a ocorréncia de artefatos do tipo reverberacéo na
imagem ultra-sonografica.

As alteracgdes ultra-sonograficas (edema peritendineo
e perda da ecogenicidade e do paralelismo linear das fi-
bras colagenas) observadas até o 122 dia de indugao da
tendinite, foram atribuidas a acéo catabdlica da colage-
nase sobre o tecido tendineo. Esses achados corrobo-
ram com o0s de outros autores (Foland et al. 1992, Alves
et al. 2001, 2002, Fernandes et al. 2003, Marxen et al.
2004), que também observaram modificagcdes nos
sonogramas do TFDS apds administracdo da enzima.

Segundo Reef (1998), o edema peritendineo pode de-
saparecer quando o processo inflamatério cessa, mas a
evidéncia de tecido peritendineo ecogénico € indicativo
de inflamacéo persistente do tecido subcutédneo, com pos-
sibilidade de progressao para fibrose e desenvolvimento
de aderéncias entre o tendao e as estruturas adjacentes.

A perda da ecogenicidade (padrdo hipoecdico a
anecoico) em lesdes agudas do TFDS corresponde a pre-
senca de hemorragia, fibrindlise ou tecido de granulagcéo
inicial (Marr et al. 1993). Entretanto, a correlacéo de acha-
dos ultra-sonograficos associados a variagdo de tonali-
dade da cor cinza (ecogenicidade) com alteracdes histo-
patoldgicas foi questionada por Crass et al. (1992), que
encontraram imagens ultra-sonograficas que permanece-
ram alteradas ainda que a histopatologia demonstrasse
realinhamento fibrilar adequado e completa cicatrizagao
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da lesdo. Este achado foi posteriormente confirmado por
van Schie et al. (1998) ao realizarem estudo quantificando
os efeitos de varidveis associadas ao aparelho ultra-so-
nografico, como configuragao do ganho, posicao e deslo-
camento do transdutor. Essas informacgdes revelam al-
guns dos possiveis equivocos que o exame ultra-sono-
gréfico pode ocasionar.

A reducdo da ATL em membros tratados com PRP,
conforme observado neste estudo entre 0 14° e 0 42° dias,
também foi recentemente relatada por Argueles et al.
(2008) em dois equinos com tendinite aguda do TFDS,
submetidos a trés tratamentos com concentrado de pla-
quetas a intervalos de duas semanas. Entretanto, o mes-
mo comportamento foi observado no GC do presente es-
tudo, embora com maior (P<0,05) area transversal da le-
sao em comparagédo com o GT.

A ocorréncia de menor (P<0,05) area da lesao no gru-
po tratado, conforme constatado no presente estudo, tam-
bém foi observado por Redding et al. (1999), estudando
oito equinos da raga Puro Sangue Inglés com tendinite,
que foram tratados (N=4) com glicosaminoglicanos
polissulfatados e avaliados durante oito semanas. A me-
nor ATL observada no grupo tratado foi interpretada pe-
los autores como um efeito significativo do tratamento.
Segundo Reef (1998), a diminuicao dessa variavel ultra-
sonografica é indicativa de cicatrizagcao e remodelacéao.

A nao observacao do paralelismo perfeito das fibras
colagenas em ambos 0s grupos ao término do experimento
foi atribuida ao periodo de avaliagao ultra-sonografica
adotado no presente estudo para acompanhar a remode-
lacao tendinea, que, segundo Dahlgren (2007) se inicia
seis semanas apos a lesao e estende-se por 6-12 meses
ou mais, caracterizando-se pelo melhor alinhamento das
fibras colagenas ao longo da linha de tenséo e pela for-
macgao de ligagdes cruzadas entre as moléculas de
colageno, proporcionando importante resisténcia a tragao.
Nesse sentido, & possivel que melhores resultados com
relacdo ao paralelismo das fibras pudessem ser obtidos
se 0s animais fossem avaliados por um periodo mais lon-
go do que os 42 dias adotados neste estudo.

Reef et al. (1997), estudando 99 equinos com tendinite
espontanea do TFDS com um a quatro meses de evolu-
¢do, tratados com cinco aplicagdes de fumarato B-
aminopropionitrila (doses de 3, 5, 7 ou 8mg) por via intra-
lesional, constataram melhora (P<0,05) no alinhamento
das fibras colagenas apds 16 semanas de efetuado o tra-
tamento utilizando as maiores doses do farmaco. Esses
resultados reafirmam a necessidade de maior periodo de
avaliacdo para a obtencao de melhores informacdes ultra-
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sonograficas sobre o paralelismo das fibras. Entretanto,
o periodo de estudo adotado no presente experimento foi
semelhante ao utilizado por outros autores (Spurlock et
al. 1989, Gaughan et al. 1995, Machado et al. 2000,
Fernandes et al. 2003).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem con-
cluir que o PRP promove maior reducao da area da leséo
de tendinite induzida por colagenase, mensurada por ultra-
sonografia.
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