UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

EDUARDA MARIA GOMES DAS NEVES OLIVEIRA

ESTUDO DO COMPORTAMENTO DA MEMBRANA DE CELULOSE SINTETICA
EM IMPLANTE PERITENDINEO EM POTROS

CURITIBA
2011



EDUARDA MARIA GOMES DAS NEVES OLIVEIRA

ESTUDO DO COMPORTAMENTO DA MEMBRANA DE CELULOSE SINTETICA
EM IMPLANTE PERITENDINEO EM POTROS

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Curso de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias, Area de Clinica, Cirurgia e
Patologia Veterinaria, como parte dos
requisitos necessarios a obtencéao do grau de
Mestre em Ciéncias Veterinarias.

Orientador: Prof. Dr. Peterson Triches

Dornbusch

CURITBA
2011



PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS

UL 1L Z,

VETERINARIAS

UFPR

PARECER

A Comissdo Examinadora da Defesa da Dissertacdo intitulada “ESTUDO DO
COMPORTAMENTO DA MEMBRANA DE CELULOSE SINTETICA EM IMPLANTE
PERITENDINEO EM POTROS” apresentada pela Mestranda EDUARDA MARIA
GOMES DAS NEVES OLIVEIRA declara ante os méritos demonstrados pela
Candidata, e de acordo Art. 79 da Resolugdo n° 65/09-CEPE/UFPR,
considerou a candidata %?} para receber o Titulo de Mestre em
Ciéncias Veterinarias, na Area de Concentragao em Ciéncias Veterinarias.

Curitiba, 29 de abril de 2011

Fs

/ /fﬁ'w Leere”
Professor Dr.Peterson Triches Dombusch
__Presidente/Orientador

P

——————————
e o A

Professor Dr. lvan Deconto

Membro

Pr




AGRADECIMENTOS
Agradeco a minha familia, principalmente ao meu pai, que mesmo ndo estando

presente me deixou exemplo de dedicacdo, seriedade e honestidade, sempre
fazendo questdo do aprendizado continuo na vida académica e pessoal, e a minha
mae pela paciéncia, dedicagéo e apoio.

Agradeco em especial ao meu marido Mércio que sempre com muita paciéncia,
incentivo e carinho me ajudou a conquistar novos horizontes, e com certeza sem ele
nao teria chegado a esta etapa de aprendizado profissional e crescimento pessoal
na minha vida.

Ao Professor Felipe Wouk por ter iniciado comigo nesta jornada, pela confianca e
orientacdo académica.

Ao Professor Peterson Dornbusch por ter aceitado acompanhar esta jornada em
meio a tumultuadas situacdes e pela orientacdo académica e profissional.

Ao Professor Ivan Deconto, meu mentor profissional, que sempre me acolheu e
incentivou o continuo aprendizado académico, profissional e pessoal.

Aos Professores Ricardo Vilani e lvan Roque Barros pela co-orientacdo e apoio na
execucao das atividades académicas.

A Professora Tilde pela confianca, apoio, dedicacio e, que mesmo com muitos
compromissos, nunca negou ajuda para a elaboracéo e avaliagcbes dos exames de
imagem.

Ao Professor Renato que em meio ao turbilhdo de coisas no Laboratério de
Patologia sempre se disp6s a ajudar na pesquisa e avaliacdo dos resultados
histopatoldgicos.

Ao Professor Jodo Moreschi por disponibilizar as membranas de celulose para a
realizacao deste experimento.

Ao pessoal do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parand que me
acolheram e contribuiram para a realizacdo deste projeto: Thais, Tais, Marina,
Fernando, estagiarios e funcionarios de grandes animais.

Ao Roberto (Carioca) pelo cuidado com os potros e pelos ensinamentos.

Ao Joaquim Antunes, veterinario, pela doacéo dos potros para pesquisa.

A todos aqueles que de alguma forma estiveram presentes ou tiveram alguma
participacéo para a realizacdo deste trabalho.

E por fim, aos animais: Abobrinha, Pimentinha, Mascarada, Espoleta, Cenourinha e

Pequena, sem 0s quais nada disto seria possivel.



RESUMO

A constante preocupagdo em solucionar problemas rotineiros nas mais diferenciadas
areas da medicina, 0s materiais bioabsorviveis vém sendo foco pesquisas
principalmente pelas suas caracteristicas menos toxicas e inertes aos organismos
animais. A membrana de celulose sintética, uma rede formada por microfibrilas
metabolizado por bactérias do género Acetobacter xylinum, ganha destaque por ser
de facil manuseio, permeavel e contribui como guia na reparacdo tecidual, e as
pesquisas mostram ter importante papel na formacdo de barreira entre diferentes
superficies sendo absorvida e ndo incorporada ao organismo, reduzindo os
problemas de rejeicdo pds-cicatriciais. A propriedade de permeabilidade seletiva
favorece a entrada de células que propiciem a cicatrizacdo desejada e a0 mesmo
tempo isolar células indesejaveis. As afeccBes ortopédicas como rupturas de
tendbes e ligamentos, cirurgias traumaticas, acarretam, muitas vezes, em
cicatrizacdes exuberantes com formacgdo de tecido fibroso levando as aderéncias
peritendineas e articulares, dificultando a realizacdo de movimentos. As aderéncias
apresentam como causas descritas a lesdo da bainha tendinea, rupturas com
reparacao cirurgica por meio de suturas, imobilizacbes prolongadas e a dificil
adequacdo dos tratamentos nas diferentes etapas da reparacdo, porém o
desencadeamento dos processos cicatriciais exuberantes ainda nao esta bem
esclarecido. Na medicina veterinaria 0s equinos sédo a espécie que mais sofrem com
problemas relacionados ao aparelho locomotor, assim como na medicina, com 0s
casos relacionados aos traumas que envolvem as maos. Nas duas areas, seja por
lesbes traumaticas ou sequelas em cirurgias corretivas, ha uma constante
preocupacdo em evitar o comprometimento dos movimentos pela formacdo das
aderéncias como sequelas da reparacdo. Neste estudo, o0 objetivo geral era
acompanhar o comportamento do implante de membrana de celulose na reparacao
tendinea no modelo experimental equino. Os métodos utilizados para esta avaliagao
foram os exames de ultrassonografia diagnostica relatado no capitulo Il, e biopsia
incisional para analise histopatologica descrito no capitulo Ill. Os resultados das
imagens ultrassonograficas revelaram a facil visualizagcdo do implante peritendineo,
assim como o acompanhamento da degradacdo e absorcdo, sem diferencas
estatisticas (p<0,05) entre o membro tratado e o controle. Os resultados
histopatolégicos também nado apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) na
reparacao tecidual, mas demonstraram a barreira criada com populacdes de células
mononucleadas margeando a membrana de celulose e a presenca de célula-gigante
como meio de degradacao e absorcao.

Termos de indexacao: membrana de celulose; aderéncia; tendao; equino



ABSTRACT

A constant concern in solving routine problems in different areas of medicine, the
bioabsorbable materials are being research focus mainly for its characteristics less
toxic and inert to animal organisms. The synthetic cellulose membrane, a chain of
microfibrils metabolized by bacteria Acetobacter xylinum, it is highlighted because of
its easy handling, its permeable and its serves as a guide in tissue repair, and its
studies show an important role in perform a barrier between different surfaces and it
is absorbed and it didn’t be incorporated into the body, what it reduces the problems
of rejection post-healing. The selective permeability property facilitates the intake of
cells that provide the healing process while it isolated unwanted cells. The orthopedic
conditions such as ruptures of tendons and ligaments, traumatic surgery, often cause
in exuberant scarring with fibrous tissue formation leading to peritendineum and joint
adhesions, and its difficult the realization of movements. The causes of adhesions
has described as the injury of the tendon sheath, ruptures with surgical repair
through sutures, prolonged immobilization and the difficult adjustment of treatments
at different stages of repair, but the outbreak of exuberant healing process is
unknowns. In veterinary medicine horses are the species most affected by problems
related to the locomotor system, such as in medicine are the hands the most cases
related to trauma. In these two areas, either by traumatic injury or sequel in corrective
surgery, there is a constant concern to avoid compromising the movement for the
formation of adhesions as a consequence of the repair. In this study, the general
objective was to monitor the behavior of the cellulose membrane implants on tendon
repair in an experimental model horse. The methods used for this assessment were
the ultrasound diagnostic tests reported in chapter Il, and incisional biopsy for
histopathological analysis described in Chapter Ill. The results of the ultrasound
images revealed easy visualization peritendinous implant, as well as monitoring the
degradation and absorption, without statistical differences (p <0.05) between the
treated and the control member. The histopathological findings also showed no
statistical differences (p <0.05) in tissue repair, but demonstrated the barrier created
with populations of mononuclear cells bordering the cellulose membrane and the
presence of giant-cell as a means of degradation and absorption.

INTEX TERMS: cellulose membrane; adhesions; tendon; equine
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CAPITULO I: REVISAO - MEMBRANA DE CELULOSE SINTETICA NA
PREVENCAO DE FORMACAO DE ADERENCIAS PERITENDINEAS EM
CAVALOS

Eduarda M2.Oliveira®, Peterson T. Dornbusch?

ABSTRACT. Oliveira E. M.?, Dornbusch P. T.® [Review - Synthetic cellulose
membrane on peritendinous adhesions prevention in horses.] Revisdo —
Membrana de celulose sintética na prevencdo de formacdo de aderéncias
peritendineas em cavalos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00:00-00.

Problems after scarring of tendinous flexor tendon adhesions are common and one
of the more severe complications that may occur resulting in loss of movement
function in digit. The non-invasive implants, such as the use of bioabsorbable
membranes are an affordable option and perform a barrier function in preventing
adhesions peritendineum, so the search for biomaterials compatible with animals’
organism has been the subject of much research in veterinary and medicine. The
synthetic membrane cellulose has useful features such as guided tissue
regeneration, biocompatible, inert and nontoxic. There are three steps in the process
of tendon repair phase: the first phase acute, following proliferative phase and
finishing with remodeling phase. During these steps there is the involvement of
intrinsic and extrinsic factors, the second being responsible for the formation of
adhesions peritendineum. Aiming to avoid the undesirable effects of various
treatments have been describe, but none have elucidate its mechanisms of action
and many did not have confirmed its benefits to the end of the healing process. The
equine species are the most affected tendons injuries, but the formation adhesions
peritendineum is still poorly describe.

INDEX TERMS: cellulose membrane; adhesions; tendon; equine

RESUMO.- Problemas ap6s as cicatrizacbes tendineas de tenddes flexores sdo comuns
sendo as aderéncias uma das complicacdes mais severas que podem ocorrer acarretando
em perda da funcdo de movimento do digito. Os implantes ndo invasivos, como o uso de
membranas bioabsorviveis, sdo uma opcao acessivel e exercem um funcdo de barreira na
prevencdo de adesfes peritendineas, por isso a busca por biomateriais compativeis com os
organismos animais tem sido o objeto de muitas pesquisas na veterinaria e medicina. A
membrana de celulose sintética apresenta caracteristicas Uteis como regeneracao tecidual
guiada, biocompatibilidade, inerte e atoxica. Ha trés passos na fase de reparacgdo tendinea,
sendo a primeira a fase: aguda, seguida da proliferativa e terminando com a fase de
remodelamento. Durante estas etapas ha o envolvimento de fatores intrinsecos e
extrinsecos, sendo o segundo responsavel pela formacgéo de aderéncias peritendineas. Com
0 objetivo de evitar os efeitos indesejaveis da reparagéo varios tratamentos foram descritos,
mas nenhum tem seu mecanismo de acgdo elucidado e muitos ndo tiveram seus beneficios
confirmados ao final do processo de cicatrizagdo do tend&o. A espécie equina é a mais
afetada em lesdes tendineas, porém a formacdo de aderéncias peritendineas ainda é pouco
descrita na literatura.

TERMOS DE INDEXA(;AO: membrana de celulose; aderéncia; tendao; equino

'Mestranda do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Parana,
Rua dos Funcionarios 1540, Curitiba, PR 80035-050, Brasil. E-mail: eduardaoliveira@ig.com.br
’Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Parana, Rua dos Funcionérios 1540,

Curitiba, PR 80035-050, Brasil.
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1. INTRODUCAO

As injurias tendineas representam um valor consideravel na morbidade de
cavalos, porque o afastamento das atividades pode durar varios meses até anos,
dependendo do manejo terapéutico empregado (Sharma & Maffulli 2005). Mesmo
com 0s avancgos para diagnosticar os casos de tendinite e as terapias precoces, a
incidéncia ainda apresenta-se alta, assim como a taxa de reincidéncia da lesdo, em
torno de 43% a 93% (Dahlgren 2007). Os longos periodos de recuperacédo e o alto
risco de recorréncia da lesdo tendinea reduzem a expectativa da carreira atlética
destes animais (Goodship 1993) e acabam refletindo em grandes prejuizos
econbmicos aos seus proprietarios. Sawdon et al (1996) relatou que cerca de 50%
dos cavalos de corrida podem ser capazes de retornar as atividades atléticas, mas a
performance fica inferior em relacdo ao desempenho anterior a injuria.

A escolha da terapia, nos diferentes graus de lesdo e o prognostico da
regeneracao do tecido lesionado sao as duvidas mais relevantes na resolucdo dos
problemas de tendineos (Goodship 1993). Entédo, o objetivo do tratamento consiste
em oferecer um ambiente no qual o tendéo lesionado possa se curar com uma
guantia minima de reacdo de tecido de cicatrizacdo, mantendo a capacidade de
deslizamento, e a0 mesmo tempo proporcionar resisténcia para suportar a tracao
dos musculos flexores. A ocorréncia de aderéncias na reabilitacdo € muito comum
neste tipo de lesdo, sendo que sua preservacao sera um dos objetivos prioritarios do
tratamento (Mattar Jr et al. 1997).

2.  ESTRUTURA DO TECIDO TENDINEO

Os tenddes, apesar de seu aspecto grosseiro, sd0 estruturas bastante
complexas em termos de conformacdo tendinea e caracteristica biomecéanica
(Goodship 1993), pois apresenta grande alongamento mecanico, flexibilidade e um
alto grau de elasticidade para desempenhar sua fun¢éo (Sharma & Maffulli 2005). E
reconhecido como um componente intermediario entre 0 musculo e 0 0sso, € € a
estrutura responsavel pela execucdo do trabalho, pois, através da tracdo do
esqueleto, provoca o movimento articular. Porém, para que isso ocorra é necessario
gue ele deslize com o0 menor atrito possivel (Santini et al. 2005).

O tenddo é composto por tecido conjuntivo denso, com poucas células,
tendo como seu principal constituinte as fibras colagenas tipo | (Severo et al. 2004).

A estrutura do tecido tendineo envolve componentes de varios niveis hierarquicos
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num progressivo aumento de complexidade das subunidades tanto moleculares
como macroscopicas. As microfibrilas sdo compostas moléculas de tropocolageno
(cadeias 1-alfa ricas em polipeptideos formando tripla hélice) (Severo et al. 2004;
Williams et al. 1980), que por sua vez formam as subfibrilas e fibrilas de colageno,
fasciculos todos envolvidos pelo endotenddo, e o conjunto de diversos fasciculos,
por fim, completam a estrutura do tendéo propriamente dito entdo recoberto pelo
epitenddo (Kastelic et al. 1978) (Fig:1). O epitenddo, intimamente ligado ao
paratenddo (porcdo externa formada por fibras colagenas tipo | e Ill, algumas fibras
elasticas, interligado as células sinoviais), contém o suprimento vascular, linfatico e
nervoso do tenddo, que se estendem internamente aos feixes de fibras até o
endotendao (Sharma & Maffulli 2005).

Esta estrutura hierarquica dispbe as fibras colagenas paralelamente de
forma regular e orientadas na mesma direcdo, e as ligacdes intermoleculares
caracterizaram as ondulagdes nas fibras tendineas, sdo responsaveis pela
deformacédo e adaptacdo do tenddo as diferentes pressbes do digito durante o
movimento, visto que conferem maior resisténcia a forca de estiramento (Dahlgren
2007; Sodersten et al. 2005).

Microfibrila

Subfilbrila

Ondulacées

Fibroblastos ENDOTENDAO

Figura 1. Modelo de hierarquia das estruturas tendineas (Kastelic et al. 1978)

O suprimento sanguineo ocorre de trés formas: (1) pelo sistema intrinseco
pelas juncBes miotendineas e osteotendineas, (2) pelo sistema extrinseco atraves
do paratenddo e (3) pela bainha sinovial por difusdo (Sharma & Maffulli 2005).
Mesmo assim, os tenddes possuem vascularizacdo limitada, fato que afeta
diretamente seus processos de cura e metabolismo (Santini et al. 2005; Severo et al.
2004).
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Ferraro et al. (2003) pesquisaram a morfologia do epitenddo do TFDS do
membro toracico em diferentes regibes e descreveram que na juncao
musculotendinea era bem evidente e ricamente vascularizada, na regido média do
metacarpo apresentava-se com menos vasos e com células adiposas esparsas, e na
sua insercdo na falange proximal o epitenddo formava um arcabouco de tecido

conectivo delgado e vascularizado.

Varias descobertas quanto a composi¢cdo da matriz extracelular (MEC) estéo
sendo descritas para a compreensao dos mecanismos de funcionalidade do tecido
tendineo sendo as propriedades mecanicas do tendao atribuidas a composi¢cdo MEC
das fibras colagenas e a maneira em que se organizam, e mudancas na funcéo
mecanica podem refletir em alteracdes deletérias desta composicdo (Goodship
1993).

A proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (POMC) é uma glicoproteina
nao-colagena presente na MEC de tendbes, com capacidade de se unir ao calcio, e
tem a forma de pentamero. E mais abundante nos tend&o flexor digital superficial
(TFDS) de equinos comparados ao tendao flexor digital profundo (TFDP) sugerindo
uma relacdo entre a concentracdo desta glicoproteina com a fungdo mecanica
exercida por cada um dos tenddes, ou seja, quanto mais o tendao sofre estresse

maior a concentracdo da POMC (Sodersten et al. 2005).

Sob as condi¢cbes de exercicio fisiolégico, os fibroblastos, ou tendcitos,
presentes no parénquima tendineo mantém o equilibrio entre a degradacédo e
reposicdo de proteinas da MEC. Este equilibrio € mantido por dois grupos de
proteinas: as metaloproteinases (MMPs) e os inibidores das metaloproteinases
(IMMPs). As MMPs sdo proteinas da familia das enzimas proteoliticas que
degradam a MEC e faciltam o remodelamento, sendo essenciais para a
manutencao e reparacdo. A acdo das MMPs é controlada em parte pelos IMMPs.
Este mecanismo ainda € pouco conhecido, porém muitas pesquisas neste foco
estdo sendo realizadas (Dahlgren 2007), entretanto sabe-se que as MMPs podem
também interferir de maneira negativa quando ha desequilibrio das funcdes da MEC,
pois sdo colagenases, e tem a capacidade de degradar a molécula intacta da fibra

colagena tipo | no meio extracelular (Riley 2004).
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O numero e o tipo de ligacdes intermoleculares e intramoleculares tem
grande importéncia para que a integridade do colageno seja mantida. A curva de
estresse-tensdo tem uma forma sigmoide (Fig.2). Quando a tensao de estiramento é
de 2% do comprimento representa a perda das ondulacdes presentes nas fibras de
coladgeno. Se o estresse permanece menor de 4% o tenddo mantém sua elasticidade
e retorna ao padrao original. Apos este ponto o tenddo deforma-se para a forma
linear e as fibras tornam-se mais paralelas e préximas (Sharma & Maffulli 2005).
Segundo Riley (2004), as for¢cas de tensdo sobre o tenddo que ocasionam aumento
acima de 4% no seu comprimento, considerado limite fisioldgico, resultardo em
lesBes microscépicas. Uma ruptura completa ocorre rapidamente quando ha tenséo
de 8% a 12% de estiramento, quando surgem as lesdes macroscopicas, com danos

interfibrilares com alteragcdo molecular.
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Figura 2: Curva de estresse-estiramento demonstrando propriedades fisicas basicas do tendao
(Sharma & Maffulli 2005)

Com a maturacdo do tecido tendineo na idade adulta, o cavalo nao
apresenta variacbes na concentracdo total de colageno, permanecendo o
predominio de colageno tipo I. Entretanto a distribuicdo de colageno do tipo IIl pode
variar, sendo incorporado pelas fibras tipo I. Os feixes de fibras colagenas tornam-se
mais largas, aumenta a estabilidade térmica e o tendao torna-se espessado e menos
elastico (Riley 2004).
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3. REPARACAO TENDINEA

Rupturas parciais ou completas do tenddo estdo sempre associadas a
hemorragia e inflamagdo fazendo com que a regido aumente de volume pela
formacéo de exsudato. Assim que a inflamag&o diminui, o processo de cura ocorre
no sitio da lesdo e a cicatrizacdo pode estender-se até os tecidos peritendineos,
formando adesbes. A cicatriz deforma a estrutura normal do tenddao e pode
comprometer permanentemente a sua funcédo (Williams et al. 1984), portanto o
tratamento das lesdes tendineas preconiza o controle do disturbio circulatério e da
intensidade da inflamacgéo, para que a formacdo de aderéncias seja a minima
possivel, assim como a necessidade de se obter um tecido neoformado mais
préximo do normal para reestabelecimento pleno da funcéo do tendédo (Fernandes et
al. 2003).

A reparacdo tendinea passa por trés fases: aguda, proliferativa e
remodelamento (Dahlgren 2007). A fase aguda € inflamatéria com eritrécitos e
células inflamatorias, e principalmente neutréfilos sdo mobilizados no sitio da lesé&o.
Esta fase pode durar 1 ou 2 semanas de acordo com a gravidade da leséo.
Modulado por numerosos mediadores quimicos, 0 processo inflamatorio €
responsavel pela remocao de restos celulares e pelo combate a possiveis agentes
invasores, caracterizando-se pela presenca de neutrofilos, macrofagos e linfocitos
(Severo et al. 2004), assim como a liberacdo de substancias vasoativas e
guimiotaticas que iniciam a angiogénese, estimulam a proliferacdo de tendcitos e
recrutam outras populacdes de células para o processo de cura da lesdo. Os
tendcitos gradualmente migram ao sitio da leséo e iniciam a sintese de colageno tipo
[Il (Dahlgren 2007; Sharma & Maffulli 2005).

Na segunda fase de proliferacdo as mudancas comecam alguns dias apos a
injaria e duram varias semanas ou até meses. Ha hipertrofia do epitenddo com o
acumulo de elementos vasculares e celulares. Isto pode ser explicado pela migracao
de células progenitoras para o sitio da lesdo em resposta as substancias
guimiotaticas. Ha um pico na sintese de colageno tipo lll que permanece por
algumas semanas. A grande quantidade de agua e alta concentracdo de
glicosaminoglicanos sdo mantidas nesta fase. As alteracdes na forma dos tendcitos
induzem as mudancas na MEC. Conforme o processo de reparacao evolui, as fibras
de colageno tipo lll, mais fracas e de diametro menor, sdo substituidas por fibras

colagenas tipo I, 0 que aumenta a forca de tensdo. Apds 4 semanas do inicio da
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reparacdo, a lesédo esta coberta por tecido fibroso imaturo parecido com tecido de
granulagdo. No final desta fase h& decréscimo da MEC para proximo ao normal,
porém com composi¢cdo inadequada para sua funcionalidade, seria 0 momento de
iniciar exercicio controlado com caminhadas contribuindo para o realinhamento das
novas fibras colagenas (Dahlgren 2007; Sharma & Maffulli, 2005; Riley 2004).

O remodelamento é a fase critica para o reestabelecimento da habilidade
funcional para o retorno da atividade esportiva. Assim que ha um decréscimo da
celularidade, de colageno e da sintese de glicosaminoglicanos, o processo de
organizacao das fibras comeca. Esta etapa pode ser subdividida em dois estagios:
consolidacdo e maturacdo. O estagio de consolidacdo inicia-se aproximadamente
seis semanas apos a injuria e progride em 10 meses, as vezes pode ser mais longo.
O metabolismo do tendcito permanece alto durante este periodo, e junto com as
fiboras neoformadas alinham-se paralelamente na direcdo da tensdo. Ligacdes
guimicas entre as fibras de colageno séo estabelecidas com aumento exponencial
da tensdo de estiramento. Com o tempo estas ligacdes tornam-se mais fortes.
Depois de 10 semanas o estagio de maturacdo comeca com mudanca gradual do
tecido fibroso para tecido de cicatrizacdo do tenddo por até 12 meses. No final do
processo ha decréscimo na atividade dos tendcitos e da vascularizacdo tendinea
(Dahlgren 2007; Sharma & Maffulli 2005).

Resumindo, a cicatrizacdo dos tenddes flexores acontece por meio de dois
mecanismos: extrinseco e intrinseco. O mecanismo extrinseco ocorre pela atividade
de células dos tecidos adjacentes como as bainhas tendinea e sinoviais (células
trazidas ao local de reparacéo por capilares) e, 0 mecanismo intrinseco ocorre pela
proliferacdo e atividade dos tendcitos derivados do epitenddo e endotendao (Mattar
Jr. et al. 1997; McDowell et al. 2002).

Pouco é conhecido sobre os mecanismos fisiolégicos do colageno tipo | e lll,
porém é certo considerar que a presenca de colageno do tipo Ill no processo de
reparacao do tenddo de cavalos contribui para um decréscimo na forca de tenséo
(Williams & McCullag 1980). Por isso, ao final de todo o processo de reparacédo, a
lesdo remodelada ainda apresenta deficiéncia na propriedade mecanica em relagéo
ao tecido normal, e assim necessita cuidado permanente na monitoracdo para o
retorno integral as atividades do animal, com aumento gradativo da intensidade e

velocidade de exercicios (Dahlgren 2007).
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Apesar da intensa atividade de remodelagem, uma regeneracado completa do
tenddo dificilmente é obtida. O diametro das fibras de colageno é alterado,
favorecendo as fibras mais finas com reducéo da forga biomecéanica do tendao (Riley
2008). A regeneracao e a formacdo de fibrose podem ocorrer no processo de
reparacao de um tecido num mesmo animal, inclusive nos humanos, sugerindo que
0S mecanismos de reparacdo e seus reguladores também sejam similares entre as
diferentes espécies (Khanna et al. 2009).

Muitas vezes a alteracdo no padrao normal do tenddo também contribui para
a formacado de aderéncias peritendineas que dificultam o deslizamento dos tenddes
e comprometem a funcionalidade do membro (Temiz et al. 2008). Por fim, ndo basta
o tendado cicatrizar, ele tem que deslizar. Entendido o processo de cicatrizagao,
pode-se utiliza-lo em favor da melhora dos resultados (Santini et al. 2005).

Uma das consequéncias observadas ap0s a reparacdo do tenddo € o
espessamento da regido da ruptura como resultado da fibrose do proprio tendéo, do
paratenddo e de sua bainha. Este espessamento é frequentemente reconhecido
como uma distensdo posterior do TFDS em relacdo ao aspecto palmar do 0sso
terceiro metacarpo, e geralmente quando o tendao flexor digital profundo ndo esta
envolvido na injaria, ndo sofre danos com o aumento do TFDS (Williams &
McCullagh 1980).

Williams & McCullagh (1980) estudaram o0s aspectos histologicos da
morfologia da cicatriz de tenddo em equinos e descreveram que a aparéncia da
cicatriz tendinea é bastante diferente do normal, as células e a MEC ficam
acomodadas de maneira mais aleatoria, as fibras colagenas nao formam os feixes
paralelos e nem as ondulacbes da superficie sdo visualizadas, porém 0s mesmos
autores ressaltam que isto ndo indica que nos niveis fibrilares elas ndo estejam
presentes. TendBes submetidos a estresse mecanico cicatrizam mais rapido, com
menor aderéncia e melhor excursao, por haver alinhamento das fibras colagenas de
modo mais precoce (Mattar Jr. et al 1997).

A cura extrinseca, ndo é fundamental para a cicatrizacdo ou nutricdo do
tendao, porém quando ha predominio dela no processo de reparacéo tendinosa, as
adesdes entre o tenddo e os tecidos vizinhos sdo inevitaveis. As adesdes, por sua
vez, sao estimuladas pelo trauma inicial do tendado, envoltura e imobilizacao,
prejudicam de modo consideravel o deslizamento livre necessario para a

movimentacdo do digito. Considerando que a cura seja em grande parte baseada
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em atividade celular intrinseca resultard em menor quantidade e adesdes menos
densas (Mattar Jr. et al 1997).

4. USO DE IMPLANTES NA CICATRIZAQAO TENDINEA

A cicatrizagdo representa uma serie de eventos celulares, bioquimicos e
fisiologicos altamente dindmicos e integrados e, ainda que a fibrose tendinea ocorra
em graus variaveis, em resposta a manipulacdo cirurgica e ao grau de lesdo das
estruturas tendineas, inUmeros animais ndo desenvolvem sinais como dor e/ou
diminuicdo da amplitude de movimentos relacionados a formacéo da cicatriz (Costa
& Souza 2005). Por isso, a idéia de prevencdo de futuras complicacdes no ato
cirdrgico com uso de materiais exdgenos esteve sempre presente no consciente do
cirurgido; no entanto, somente a evolucao tecnologica e o controle da resposta
imunoldgica permitiram, na década de 60, o inicio de tais objetivos (Herculano et al.
2006).

Na resposta ao trauma, o tendéo tende a sofrer aderéncia, pois a ferida que
envolve diferentes tecidos cicatriza como uma unidade, ou seja, “uma ferida, uma
cicatriz” (Peacock & Van Winkle 1976; Raiser 2001) entdo quando ocorre leséo
tecidual, a éarea ao redor é gradualmente preenchida por tecido fibroso,
impossibilitando o reparo por tecido original. Dessa forma, ao se inserir uma
membrana junto a leséo, previne-se o crescimento de tecidos indesejaveis (lamaguti
& Branddo 2009) e a reconstrucdo da bainha tendinea lesionada com membrana
permeavel e biocompativel pode nao interferir na nutricdo e reparacdo de tenddes
flexores. Além disso, a barreira formada entre o tenddo em processo de cicatrizacao
e os tecidos adjacentes pode mostrar-se capaz de reduzir a formacdo de adesdes
peritendineas (Khanna et al. 2009).

O uso de implantes de fibras sintéticas € mais indicado para casos severos
de ruptura, com o objetivo de induzir uma cicatrizacdo guiada para o alinhamento
das fibras colagenas nos estagios iniciais da reparacdo e reduzir a formacdo de
tecido fibroso no tenddo. Os implantes estudados sdo os de fibra de carbono em
cavalos (Goodship et al. 1980; Gamballi 1993), silicone em humanos (Batista &
Araujo 2007), peritdnio bovino em cées (Costa Neto et al., 1999) e coelhos (Freitas
et al. 2010), poliuretano de 6leo de mamona em coelhos (Rezende et al. 2001),
tenddes homologos de coelhos (Magnaghi et al. 1994), caes (Raiser 2001) e em
poneis (Cordona 2007).
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O desenvolvimento dos polimeros como biomateriais tem contribuido para o
sucesso de implantes nos tecidos moles e duros, pois além da biocompatibilidade
podem ser confeccionados com formas e medida especificas, adaptando-se as
propriedades dos tecidos. Adicionalmente, os polimeros podem ter forma fisica
variada, como liquida para preencher espacos, fibra para materiais de sutura, e
sélida para aplicacdes cosmética e mecanica (Rezende et al. 2001). A constante
preocupacao em tentar minimizar os danos decorrentes das injarias tendineas tem
levado ao desenvolvimento de inUmeras pesquisas com 0 intuito de encontrar um
material adequado a cicatrizacao tendinea, com resisténcia suficiente, sem alterar
seu comprimento e manter a capacidade de deslizamento, principalmente em
situacdbes em que ha perda de substdncia com consequente ndo unido das
extremidades tendineas (Costa Neto et al. 1999).

A formacdo de aderéncias e limitacdo da funcdo da flexdo digital €
influenciada por diversos fatores, principalmente quando o reparo é tardio, apesar
dos avancos cirargicos e reabilitadores na reconstrucdo de tendao flexor,
principalmente quando se trata da reparacdo em humanos (Batista & Araujo 2007).
Com o desenvolvimento de membranas bioabsorviveis, como a de colageno |
bovino, de acido polilatico, de acido poliglatico e varias outras, utilizadas com
resultados satisfatorios em diversos tipos de defeitos 0sseos, muitas membranas
foram desenvolvidas e aperfeicoadas para serem utilizadas como barreira fisica
funcionando diversas vezes como leito guia para a regeneracao tecidual (Herculano
et al. 2006).

As membranas biologicas tém sido amplamente utilizadas para reparo de
varias alteracdes anatbmicas e patolégicas nas diferentes espécies. Porém, sua
utilizacdo em tenddes e ligamentos ainda € pouco estudada. Costa Neto et al. (1999)
destacou o emprego do transplante de fascia lata autéloga em caes por Braden
(1976), pericardio equino conservado em glicerina a 98% em coelhos por Holzchuh
et al. (1990). Badylak et al. (1995) avaliaram as propriedades remodelantes da
submucosa de intestino delgado de suino como biomaterial para reconstrucdo do
tenddo calcaneo em caes.

Em 1984, a membrana de celulose foi descoberta ao acaso pelo
microbiologista Luis Fernando Xavier Farah, no transcurso de uma pesquisa em
apicultura na qual utilizava a celulose. No processo final de obtencdo da membrana

de celulose o aspecto € visualmente semelhante a pele humana. Por causa desta
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caracteristica, foi inicialmente utilizada como substituto da pele em casos de
gueimaduras, revelando sua biocompatibilidade com o leito da derme, além de
apresentar facilidade de manipulacdo e diminuir o desconforto do paciente frente a
ferida cutdnea (Rebello et al. 1987). Devido as suas caracteristicas de
biocompatibilidade e de propiciar um ambiente Umido e favorecer as trocas gasosas,
a pelicula comecou a ser estudada por varios grupos como substituta de pele em
lesdes cronicas e apds queimaduras (Osman et al. 2007).

As membranas obtidas pelo processamento de zoogléias provenientes de
fermentacdo pela bactéria Acetobacter xylinum, formam uma massa de filamentos
celulésicos de tamanhos indefinidos, entrelacados entre si juntamente com capsulas
das bactérias, no qual se procedem a tratamentos mecanicos e quimicos para
transformar a celulose sintetizada em laboratério em membranas de celulose
cristalina, livre de impurezas significativas pela degradacdo das capsulas
bacterianas, sem porosidade e com baixo teor de proteinas e outros pirogénios (em
aproximadamente 0,5%).

Tais caracteristicas se assemelham a da celulose produzida por vegetais,
mas diferem de forma expressiva no que consiste ao seu comprimento, pois
enquanto nos vegetais ele € limitado ao comprimento da parede celular que forma
uma célula (células parenquimaticas, fibras ou traquedides), o comprimento das fitas
de celulose bacteriana € indefinido, ndo estando em funcdo do tamanho de uma
célula, mas do tamanho da cuba onde ocorre a fermentacéo bacteriana.

lamaguti & Brandao (2009) relata que a membrana biossintética a base de
celulose bacteriana vem sendo amplamente estudada, pois, além de possuir
caracteristicas necessarias para a reparacdo tecidual guiada, também é
biocompativel, inerte, atoxica, e trata-se de um produto nacional desenvolvido a
baixos custos, sendo utilizadas em diversas areas de pesquisa. Como exemplo
temos 0s usos como substituto da pele (Rebello et al. 1987), curativo de feridas
cirargicas de papilas mamarias de vacas (Biofill®) (Marques et al. 1996), substituto
de pele em equino (Wouk & Michelotto 1989), lesdes em suinos (Wouk et al. 2004),
curativo para cirurgias periodontais (Gengiflex®) (Novaes Jr et al. 1993),
reconstrucao vascular (Klemm et al., 2001; Negréo et al., 2006), substituto da dura-
mater (Mello et al. 1996), nervos periféricos (Mello et al. 2001), defeitos
meningomielocele (Oliveira et al. 2007), em laminectomias de ratos (Herculano et al.
2006).
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Em pesquisas relacionadas ao efeito da membrana de celulose em tenddes,
He et al. (1997) realizaram um estudo experimental em ratos com o objetivo de
estudar o efeito do Biofill® na cura e adesao aos planos adjacentes apds seccao e
sutura de tendao, e concluiram o que a utilizacdo da membrana de celulose previne
a adesao do tenddo e ndo interfere com o processo intrinseco de cicatrizacdo do
tenddo. Menderes et al. (2004) também realizaram estudos em lesdes traumaticas
em tenddes de coelhos comparando os resultados da pelicula Seprafilm® (contendo
metilcelulose) aos do acido hialurénico, concluindo que tanto a metilcelulose quanto
0 &cido hialurénico foram efetivos na regeneracdo com menor grau de adeséo.
Temiz et al. (2008) realizou estudo semelhante ao de He et al. (1997) mas utilizou
membrana oxidada Interceed® e também obteve resultados satisfatérios quanto a
diminuicdo de aderéncias peritendineas comparadas ao grupo controle. Seguindo
nesta linha de pesquisa, Pihlajamaki et al. (2008) testaram membrana bioabsorvivel
de acido poliglicélico e seus resultados mostraram reacédo inflamatéria semelhante
entre o grupo tratado com a membrana e o grupo sem a membrana.

Hart et al. (2002) estudaram a pelicula de celulose e colageno em ratos
diabéticos e ndo-diabéticos com feridas cutadneas e observaram que a habilidade em
promover migracao de fibroblastos e proliferacao celular, acelerou significativamente

o fechamento da ferida no rato diabético com melhores resultados histolégicos.

5. CONCLUSAO

O processo de reparacdo tendinea ainda ndo estd completamente
esclarecido e muito ainda deve ser pesquisado sobre o desencadeamento das
aderéncias peritendineas para que a manipulacédo das lesbes seja 0 mais eficiente
possivel e assim, diminuir os riscos de perda ou reducdo dos movimentos
articulares. O uso de materiais bioabsorviveis tem se mostrado uma opcao eficiente,
de baixo custo e segura por oferecer uma reparacao tecidual guiada ao mesmo
tempo em que preserva a estrutura do tecido lesionado permitindo a sua
cicatrizacao.
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CAPITULO II: AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DO COMPORTAMENTO DA
MEMBRANA DE CELULOSE SINTETICA EM IMPLANTE PERITENDINEO EM
POTROS

Eduarda M2.Oliveira®, Peterson T. Dornbusch®, Tilde Froes2, lvan Deconto*

ABSTRACT. Oliveira E. M.%, Dornbusch P. T.* Froes T.*, Deconto I.*
[Ultrasonographically evaluation of the performance of synthetic cellulose
membrane on peritendinous implant in foals.] Avaliacdo ultrassonografica do
comportamento da membrana de celulose sintética em implante peritendineo em
potros. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00:00-00.

The objective of this experiment was to study the behavior of synthetic
cellulose membrane used to prevent formation of fibrous adhesions after tendon
trauma peritendineum. Six foals had a cellulose membrane applied around the
superficial digital flexor tendon (SDFT) in the right forelimb, and followed by
ultrasonography for 60 days. In the left forelimb, the same procedures were
performed except the placement of the implant. The animals were divided into two
groups: one group rated by 30 and another for 60 days. The synthetic cellulose
membrane was easily identified in the images of ultrasound as hyperechoic line
around the SDFT, which was gradually absorbed into fragments and displayed upon
the completion of the examinations. The results of cross-sectional area and thickness
of the SDF and the distance between skin and tendon showed no statistically
different between members, and the implant showed no major deleterious effects on
the inflammatory process and it was observed the preservation of the integrity of the
injured area and peritendineum structures. Despite the findings, this study suggests
that more research should be conducted to assess and improve the technique of
bioabsorbable implants in tendons.

INDEX TERMS: adhesions: cellulose membrane; tendon; equine

RESUMO.- O objetivo deste experimento foi de estudar o comportamento da
membrana de celulose sintética utilizada na prevencdo de formacao de aderéncias
fibrosas peritendineas ap0s trauma tendineo. Seis potros tiveram uma membrana de
celulose aplicada ao redor do tenddo flexor digital superficial (TFDS) no membro
toracico direito, e acompanhados por exame ultrassonografico durante 60 dias. No
membro toracico esquerdo, foram realizados os mesmos procedimentos exceto a
colocacdo do implante. Os animais divididos em dois grupos sendo um grupo
avaliado por 30 e outro por 60 dias. A membrana de celulose sintética foi facilmente
identificada nas imagens do ultrassom como linha hiperecéica ao redor do TFDS, a
gual foi progressivamente absorvida e visualizada em fragmentos na sequéncia da
realizacdo dos exames. Os resultados da area transversal e espessura do TFDS e
da distancia entre a pele e o tenddo, ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
membros, e o0 implante ndo apresentou maiores efeitos deletérios pelo processo
inflamatorio e foi observada a preservacgéo da integridade entre a regido lesionada e
as estruturas peritendineas. Apesar dos resultados, este estudo sugere que mais

*Mestranda do Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal
do Parania, Rua dos Funcionarios 1540, Curitiba, PR 80035-050, Brasil. E-mail:
eduardaoliveira@ig.com.br

4Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Parand, Rua dos
Funcionarios 1540, Curitiba, PR 80035-050, Brasil.
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pesquisas devem ser realizadas para avaliar e aprimorar a técnica de colocacgéo de
implantes bioabsorviveis em tenddes.

TERMOS DE INDEXACAO: aderéncia; membrana de celulose; tenddo; equino

1. INTRODUCAO

Os implantes bioabsorviveis vém se tornando mais populares em aplicacdes
variadas em cirurgias ortopédicas (Pihlajamaki et al 2008) e a prevencédo de futuras
complicagcdes no ato cirdrgico com uso de materiais exdgenos esteve sempre
presente no consciente do cirurgido; no entanto, somente a evolucao tecnolégica e o
controle da resposta imunoldgica permitiram, na década de 1960, inicio de tais
objetivos (Herculano et al. 2006).

A membrana biossintética a base de celulose é bastante estudada, porque,
além de possuir caracteristicas necessarias para a reparacao tecidual guiada é um
material biocompativel, inerte, atoxica, além de se tratar de um produto nacional
desenvolvido a baixos custos sendo utilizadas em diversas areas (lamaguti &
Brandao 2009).

Em 1984, a membrana de celulose foi descoberta ao acaso pelo
microbiologista Luis Fernando Xavier Farah, no transcurso de uma pesquisa em
apicultura na qual utilizava a celulose. No processo final de obtencdo da membrana
de celulose o aspecto é visualmente semelhante a pele humana. Por isso, foi
inicialmente utilizada como substituto da pele em casos de queimaduras, revelando
sua biocompatibilidade com o leito da derme, além de apresentar facilidade de
manipulacéo e diminuir o desconforto do paciente frente a ferida cutanea (Rebello et
al. 1987). Apresentando as caracteristicas de biocompatibilidade, favorecer as trocas
gasosas, a pelicula comecgou a ser estudada por varios grupos como substituta de
pele em lesdes crbnicas e queimaduras (Osman et al. 2007). Depois de sua
utilizacdo na medicina, pesquisadores testaram sua eficacia em diferentes tecidos e
espécies animais curativo de feridas cirdrgicas de papilas mamarias de vacas
(Biofill®) (Marques et al. 1996), substituto de pele em equino (Wouk & Michelotto
1989), lesdes em suinos (Wouk et al. 2004), curativo para cirurgias periodontais
(Gengiflex®) (Novaes Jr et al. 1993), reconstrucdo vascular (Klemm et al. 2001;
Negréo et al. 2006), substituto da dura-méater (Mello et al. 1996), nervos periféricos
(Mello et al. 2001), defeitos meningomielocele (Oliveira et al. 2007), em

laminectomias de ratos (Herculano et al. 2006).
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A constante preocupagao em tentar minimizar os danos decorrentes das
injurias tendineas tem levado ao desenvolvimento de pesquisas com o intuito de
encontrar um material adequado a cicatrizacao tendinea, com resisténcia suficiente,
sem alterar seu comprimento e manter a capacidade de deslizamento,
principalmente em situacdes em que ha perda de substancia com consequente nao
unido das extremidades tendineas (Temiz et al. 2008).

A tendinite resulta em permanente alteragdo da composicdo molecular e
biomecanica do tendéo (Raiser 2001), tendo as aderéncias fibrosas como sequela
das cicatrizacbes de tenddes porque no processo de reparacdo além do préprio
tenddo também podem envolver as suas estruturas adjacentes comprometendo a
funcionalidade do membro (lamaguti & Branddao 2009). Ou seja, na resposta ao
trauma, o tendao tende a sofrer aderéncia, pois a ferida que envolve diferentes
tecidos cicatriza como uma estrutura unica (Maia et al. 2009) entdo quando ocorre
lesdo tecidual, a area ao redor é gradualmente preenchida por tecido fibroso,
impossibilitando o reparo por tecido original. Dessa forma, ao se inserir uma
membrana junto a lesdo, previne-se o0 crescimento de tecidos indesejaveis
(Fernandes et al. 2003). Sendo assim, as lesdes tendineas tém como principal
desafio 0 seu tratamento, que visa ser eficiente em minimizar as sequelas da
cicatrizacdo. O periodo necessério para a reparacéao tecidual pode levar meses ou
anos para completa reestruturacdo do tendao afetado, além de apresentar alto
indice de lesdes recidivas (Dowling et al. 2000), jA que o tecido cicatricial
neoformado € menos resistente que o tendao original (Gillis1997) e a matriz
extracelular apresenta conformagéo e composicao anormais, com menor capacidade
biomecanica que o tendao normal (Dahlgren 2007; Dowling et al. 2000; Maia et al.
2009; Marr et al. 1993).

Desde 1984, o uso do ultrassom diagndstico na deteccdo e monitoramento
das injurias tendineas trouxe capacitacdo ao médico veterinario (Madison 1995) e
atualmente, a ultrassonografia € a técnica preconizada e mais utilizada como exame
auxiliar diagnostico em tecidos moles, por ser a técnica mais acessivel e nao
invasiva, permitindo a localizacdo exata da lesdo, a mensuracdo da extensao e da
gravidade das lesGes e a monitoracdo do processo de reparacdo (Palmer et al.
1994).

O auxilio ultrassonogréfico precoce € importante para que a conduta clinica

ou cirurgica seja estabelecida e a cicatrizagédo da lesdo tendinea seja acompanhada,
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j& que, a injuria tendinea € uma das causas mais comuns de limitacdo da carreira
esportiva de cavalos atletas (Torres & Farias 2003), resultando em prejuizo
econbmico significativo para os proprietarios (Pihlajamaki et al. 2008).

O objetivo desta pesquisa foi de acompanhar por meio de ultrassonografia
diagnostica o comportamento do implante peritendineo da membrana de celulose

sintética em potros, visando futuros experimentos na prevencao de aderéncias.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis potros sem racga definida, com idade entre um e cinco
meses, peso corporal de 65 a 135 Kg. Os animais foram submetidos a exame fisico
geral ndo sendo observadas alteracdes clinicas que pudessem interferir na
realizacdo do experimento. Os animais foram alojados em baias, alimentados com
aveia achatada e feno de alfafa, durante a realizacao do estudo.

Seis animais foram avaliados por 30 dias ap0s o implante com membrana de
celulose e apos este periodo apenas trés animais seguiram sendo observados até
os 60 dias.

A membrana de celulose sintética foi lavada em agua corrente para retirar o
acido aceético, meio de conservacéao, colocada no interior de frascos contendo 250 ml
de solucéo fisiologica 0,9% e encaminhado para esterilizacdo em autoclave durante
30 minutos em temperatura de 127°C. As membranas foram previamente cortadas
nas medidas de 4 X 4 cm para facilitar seu manuseio durante o ato cirargico (Fig:1).

Os animais foram pré-medicados com 0,5 mg/kg de cloridrato de xilazina®
por via intravenosa e apos 10 minutos a anestesia foi induzida com a administracéo
intravenosa de 2,2 mg/kg de cloridrato de cetamina® e 0,2 mg/kg de midazolam’. Os
animais foram intubados com traqueotubo de 10 mm de diametro e a anestesia
mantida pela administracdo de isoflurano® a 1,0% diluido em oxigénio. Foram
realizados bloqueios anestésicos nos nervos ulnar e mediano com a administracéo

de 3 ml de cloridrato de lidocaina 2% com vasoconstritor®.

®> Sedomin®, Kénig do Brasil, Santana do Parnaiba, Brasil
® Ketamin S (+)®, Cristalia, Itapira, Brasil

" Dormire®5 mg/ml, Cristalia, Itapira, Brasil

8 |soforine®, Cristalia, Itapira, Brasil

? Xylestesin®, Cristalia, Itapira, Brasil



29

-
mplantada no ato cirdrgico.

Figura 1: Membrana de celulose abs éesterilizagéo, para ser i

Com os dois membros toracicos depilados e preparados para cirurgia
asséptica em toda a regido terceiro do metacarpo, 0os animais foram posicionados
em decubito dorsal, com os membros suspensos fixados pela quartela em uma
barra. O acesso cirurgico foi realizado na porcdo média do metacarpo na borda
palmo-lateral. Iniciando com a diérese de seis centimetros, no plano sagital, da pele,
subcutéaneo e a bainha tendinea expondo os tenddes digitais flexores, seguiu-se a
divulsdo e separacdo dos mesmos. O paratenddo foi removido e com auxilio de
gazes estéreis o tendao digital flexor superficial (TFDS) foi escarificado nas porcdes
palmar e dorsal do tenddo para a posterior realizacdo da isquemia local, técnica
adaptada de Lobato (2002). Por esmagamento, a isquemia foi executada com auxilio
de trés pincas hemostaticas curvas de Crile de doze centimetros e, com auxilio de
uma régua, foram posicionadas distantes um centimetro uma da outra (0, 1 e 2 cm)

sob pressdao maxima permanecendo durante cinco minutos até a retirada (Fig:2).

Figura 2: Procedimento de isquemia no TFDS com auxilio de pingas Crile
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No membro toracico direito para a colocacao do implante de membrana de
celulose sintética foi utilizado uma régua como guia posicionada entre os tenddes
digitais flexores (Fig:3) e, assim evitar sua ruptura, envolvendo a membrana sobre o
TFDS na regidao da isquemia e fixando-a no bordo medial do tenddo com um ponto
simples com fio de sutura de &cido poliglicélico 5-0'° na porc&do proximal e outro na
porgdo distal ao implante transfixando o tenddo. No membro toracico esquerdo foi
realizado o mesmo procedimento, porém néao foi utilizado o implante sendo este
membro o controle. Para o término do procedimento cirtrgico foi realizada a sutura

da pele com fio de sutura de néilon zero™ em pontos interrompidos simples.

Figura 3: Membra auxilio de régua como guia
Os potros permaneceram com imobilizacdo de gesso sintético nos dois
membros, desde a porc¢éo distal ao carpo até o final casco, pelo periodo de 15 dias e
mantidos em confinamento nas baias até o final do experimento. Como medicacéao
pos-cirurgica foram administrados antibiéticos sulfadiazina e trimetropim*? (20mg/Kg)

durante cinco dias e anti-inflamatério meloxicam oral*?

(0,1mg/KQ) por trés dias.

A avaliacdo clinica foi realizada a partir dos 15 dias de pds-cirargico, apos a
remocao das imobilizacdes, monitorando-se o grau de edema, a sensibilidade a
palpacdo e a presenca de claudicacdo. O grau de claudicacdo foi observado de
acordo com a postura do animal, correlacionando a presenca de dor com o periodo

de permanéncia em posi¢do quadrupedal ou a periodos de descanso em decubito

10 Polycryl®, Polysuture

" Mononylon Ethilon®, Ethicon

2 Maxicam Gel®, Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos, SP

3 Tridiazin®, Vansil Industria Comércio e Representacdes Ltda, Descalvado, SP



31

lateral, dando-se valores de 0 a 3 (Tab.: 1). Com fita métrica o volume foi medido
pela circunferéncia externa da regiao estudada.
Tabela 1: Graus de avaliacdo da postura e atitude

Graduacao Caracteristica

Grau 0 Postura quadrupedal e atitude normais

Grau 1 Permanéncia em postura quadrupedal e atitude apatica (dor e
calor local)

Grau 2 Postura quadrupedal e decubito alternados e atitude apatica (dor
e calor local)

Grau 3 Postura quadrupedal apenas para alimentacao, longos periodos
em decubito e atitude apatica (dor e calor local)

Os exames de ultrassom (US) foram realizados com equipamento Ultrasonic
Sonic System®, provido de transdutor 14 Mhz, sendo a por¢ao palmar do metacarpo
depilada e com o uso de gel de contato, e as imagens obtidas foram gravadas para
posterior comparacao entre os diferentes momentos avaliados. Os TFDS direito e
esquerdo foram estudados nos planos transversal e longitudinal, com 0 membro em
apoio perpendicular em relacdo ao solo, utilizando para analise das imagens na
regido 2B, padronizadas para avaliagbes ultrassonograficas dos tenddes digitais
flexores dos equinos descrito por Reef (1998). O primeiro exame foi realizado antes
do procedimento cirdrgico, momento 0 (MO), para verificar a integridade dos tenddes
de cada animal para o controle das alteragcbes apos a inducdo da tendinite, em
sequéncia o acompanhamento das imagens foi realizado nos dias (momentos) 15
(M15), 30 (M30), 45 (M45) e 60 (M60), ndo sendo avaliados no poés-cirdrgico
imediato pela realizacédo das imobilizacoes.

Foi avaliado o grau de tendinite pela ecogenicidade e paralelismo de fibras
segundo a classificacdo de Genovese et al (1986) (Tab.: 2 e 3):

Tabela 2: Graus de ecogenicidade

Graduacao Caracteristica

Grau 0 Padréo normal (isoecdico)

Grau 1 Reducéo 25% (predominantemente isoecdico)
Grau 2 Reducédo em 50%

Grau 3 Reducdo em 75%

Garu 4 Reducdo em 100% (totalmente anecdico)
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Tabela 3: Graus de paralelismo

Graduagéo Caracteristica

Grau 0 Auséncia de paralelismo
Grau 1 Paralelismo Discreto
Garu 2 Paralelismo Parcial
Grau 3 Paralelismo total

Também foram coletadas as medidas da distancia do TFDS a pele (D1),
espessura do TFDS (D2) e da area transversal (AT) do TFDS.

O estudo estatistico foi realizado através da analise de variancia (ANOVA)
para comparagdo entre os momentos dentro do mesmo grupo e do teste t para
comparagao entre 0s grupos num mesmo momento, sendo considerado significativo
p<0,05.

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética de Uso Animal do Setor de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Parana com o n° de protocolo
016/20009.

3. RESULTADOS

Durante o estudo ndo houve perda de animais e nenhuma ruptura tendinea
foi observada, assim como a cicatrizacdo da ferida cirargica foi satisfatoria e sem
deiscéncias ou outras complicacoes.

Nas avaliacdes realizadas previamente ao procedimento cirargico (MO) o
exame fisico demonstrou que, todos 0s potros estavam saudaveis e sem alteracdes
relacionadas ao aparelho locomotor. Ao exame do US a estrutura do TFDS
apresentava-se dentro do padrdo ecogénico normal assim como o paralelismo das
fibras.

Na avaliacdo clinica ap6s a remoc¢ao das imobilizacdes, apenas um potro
apresentou evolucao satisfatoria com a regressao dos sinais de dor e claudicacao
em ambos os membros em até 15 dias. Até a avaliacdo M30, 03 animais nao
demonstraram regressao da claudicacdo, permanecendo longos periodos em

decubito. Os dois potros restantes apresentaram regressao do grau de claudicacéo
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até o M60 (Tab.: 4). Em todos os animais a recuperacdo funcional dos membros

toracicos mostrou-se favoravel até o final do experimento.

Tabela 4: Graduacgao da claudicagéo

M15 M30 M45 M60
Potro 1 3 2 0
Potro 2 3 3
Potro 3 2 0 0
Potro 4 3 2
Potro 5 3 2
Potro 6 3 2

Os resultados da circunferéncia externa, representada pelo aumento de
volume, embora perceptiveis visualmente (Fig:4), ndo mostraram diferencas na
avaliacdo estatistica (p<0,05).

Figura 4: Aumento do Ica na egiéo da leséo, M15

Apos a escarificacdo do tendéao os graus de tendinite avaliados no US foram
de grau 1 (até 25% reducdo da ecogenicidade) permanecendo até o final das
analises de US, ndo apresentando diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.
Em relacdo ao paralelismo de fibras ndo foi observada alteracdo durante os
momentos estudados. No estudo das imagens de dois potros também se observou
tendinite no tendéo flexor digital profundo (Fig:5) de graus 1 e 2, com remissao da

lesdo até o final do experimento.
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Figura 5: Grau 2 de tendinite no TFDP no M15.
Os resultados das variaveis estudadas, D1, D2 e AT, mostraram dados

estatisticos relevantes apenas nos valores para D1 entre os membros esquerdo e
direito somente no M60 (0,0068; p<0,05) e, na mesma variavel D1, no membro

esquerdo observou-se diferenca entre os MO e M15 (p<0,05) (Tab.: 5).

Tabela 5: Valores da média D1*, D2*, AT*® e CE".

MEMBRO TRATADO
D1 D2 AT CE
MO 1,50+0,61 | 3,01+1,38 | 0,34+0,17 | 12,4+1,11
M15 | 3,55+0,85 | 3,22+0,52 | 0,31+0,08 | 14,0+1,55
M30 | 4,07+1,50 | 3,60+0,96 | 0,33+0,07 | 14,2+1,91
M45 | 2,94+0,29 | 3,62+0,89 | 0,31+0,05 | 15,2+0,71
M60 | 4,55+0,58 | 4,90+0,69 | 0,45+0,07 | 15,1+0,57
MEMBRO CONTROLE
MO 1,67+0,21 | 2,85+0,83 | 0,25+0,08 | 12,2+0,95
M15 | 3,30+1,28 | 3,41+0,47 | 0,30+0,06 | 13,6+1,79
M30 | 3,02+1,10 | 3,18+0,75 | 0,28+0,05 | 13,5+1,23
M45 | 2,82+1,28 | 3,73+1,35 | 0,41+0,12 | 14,8+1,20
M60 | 2,38+0,45 | 4,08+0,90 | 0,35+0,03 | 14,5+1,34

! Distancia entre o TFDS a pele (milimetros)
> Espessura do TFDS (milimetros)
'® Area transversal do TFDS (centimetro quadrado)

17 A. N .
Circunferéncia Externa
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Durante os exames de US, o implante foi identificado como uma linha
hiperecoica peritendinea. (Fig:6). Apenas em trés dos potros a posicdo do implante
permaneceu inalterada, nos outros animais a membrana de celulose sintética
permaneceu apenas na face dorsal do TFDS, ou seja, entre o TFDS e o TFDP. Ao

final das analises ultrassonograficas, em quatro dos animais ndo foi possivel a

visualizacdo do implante.

Figura 1: Imagem do US identificando a membrana de celulose sintética M15 (setas)

A presenca do implante peritendineo preservou a estrutura padrao do TFDS,
0 mantendo isolado das estruturas adjacentes, o oposto observado nas imagens do

membro controle onde o TFDS tem sua conformacédo alterada e difusa o que

dificultou sua delimitacao (Fig:7).

Figura 7: Comparacao entre os membros toracicos direito (A) e esquerdo (B) na delimitagdo do TFDS,
M15.
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Nas andlises ultrassonograficas subsequentes, padrdo visualizado da
membrana de celulose foi tornando-se difuso, ndo demonstrando uma linha continua

observada no M30, sendo identificada em fragmentos (Fig:8).

Figura 8: Resquicio do implante no M30 (setas)

4.  DISCUSSAO

O modelo para a inducdo de aderéncia peritendinea foi delineado segundo
descrito por Lobato (2002) que utilizou o método de isquemia por esmagamento do
tendao em cées, relatando que o tend&o ao sofrer um processo de isquemia tende a
se aderir para buscar nutricdo de um leito melhor vascularizado. Porém, os
resultados obtidos para o modelo experimental em equino ndo foram satisfatorios,
havendo o processo inflamatorio, mas ndo em grau suficiente para que a aderéncia
fosse estabelecida no tempo estipulado para o estudo.

Acreditava-se que com a imobilizacdo dos membros apds as cirurgias
contribuisse para a formacdo das aderéncias pela reducdo da mobilidade do
membro, mas no experimento de Temiz et al. (2008) ndo foram realizadas
imobilizacdes e aderéncias foram descritas nos resultados. Em estudo de
Pihlajaméaki et al. (2008) a comparacao entre grupos com e sem imobilizacbes néo
apresentaram diferencas estatisticas na cicatrizacao do tenddo de coelhos. Barbieri
et al. (1994) e Braga-Silva et al. (2005) descreveram que a mobilizacdo precoce com
exercicios controlados de flexdo ativa sdo importantes para evitar as aderéncias.

Manske (1988) sugeriu que o estresse mecanico provoca a estruturacao das fibras
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de colageno, diminui a formagcdo de aderéncias e aumenta a forca ténsil devido a
predominéncia da atividade intrinseca da cicatrizagao tendinea.

Lobato (2002) descreve que irritacbes na bainha tendinea podem resultar
em maior incidéncia de aderéncias peritendineas. Seguindo este conceito Temiz et
al. (2008) néo suturou a bainha tendinea dos ratos estudados o que contribuiu para
sua alta incidéncia de adesdo peritendinea. Esta mesma técnica foi aplicada
associada a remocao do paratendao e, era esperado que houvesse uma reagao
exacerbada que desencadeasse a formacdo da aderéncia peritendinea, divergindo
dos relatos anteriores. A ndo ocorréncia das adesdes pode ser esclarecida pela
conformacdo anatdbmica e pressdes das estruturas do digito equino e/ou pela
alteracdo no padréo da via extrinseca durante a cicatrizacao tendinea, que manteve
a migracdo de células inflamatorias, porém em quantidade insuficiente de
fibroblastos para que a aderéncia peritendinea fosse perceptivel. Entretanto, a
remocado do paratenddo e a escarificagdo do TFDS teve grande influéncia no
aumento de volume local observado nos dois membros pela presenca de exsudato
inflamatorio, demonstrado pelos dados da circunferéncia externa e da distancia do
TFDS a pele (D1).

A técnica para a colocacdo do implante foi descrito por Torres & Farias
(2003) em estudo de reparacao de nervo periférico, por Pihlajamaki et al. (2008)
como implante de barreira em suturas de tenddes em coelhos e Temiz et al. (2008)
também como implante de barreira em suturas tendineas em ratos. Em todas as
técnicas relatadas as suturas do implante no tendédo nao foram realizadas, mas em
nosso estudo foram necessarias, por haver a possibilidade de migracédo do implante
para regides distais do membro.

A tabela de postura e atitude dos animais foi adaptada pelos autores porque
0 comportamento mostrou-se diferente daqueles geralmente demonstrados em
claudicacbes ao passo, trote e suspensdao do membro, ndo sendo possivel a
avaliacao do grau de claudicacéo pelos métodos usuais.

A migracéo do implante para a face dorsal do TFDS pode ser explicado pela
presenca de exsudato inflamatério gerando pressédo entre o implante e o tendao
rasgando-a nos locais dos pontos de sutura de suporte permitindo que a membrana
abrisse em relacdo ao sua posicao inicial.

N&o houve diferenca na quantidade de exsudato inflamatério no membro

com ou sem o implante da membrana de celulose sintética, resultado semelhante
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aos encontrados por Pihlajamaki et al. (2008) e Temiz et al. (2008). Provavelmente
esta ocorréncia deve-se em parte pela caracteristica do biomaterial, descrito por
Rebello et al. (1987) e lamaguti & Brandao (2009), sua permeabilidade permite a
migracdo de células e exsudato inflamatério sem comprometer o processo de
reparacdo. Ao longo dos momentos avaliados a integridade do implante foi se
alterando perdendo nitidez e continuidade tornado-se fragmentada pela absorcéo e
limpeza realizada pelas células inflamatérias (Fig: 7), descrito também por
Pihlajaméki et al. (2008) com o implante de membrana de &cido poliglicolico.

Os estudos de Reis e Baccarin (2010), Maia et al. (2009), Greig et al. (2005),
Schie et al.(2000), Reef (1998), Reef et al. (1997), Denoix et al. (1997) e Badylak et
al. (1995) descreveram e utilizaram como a técnica padrdo para 0 exame
ultrassonografico de tendbes em equinos os transdutores de 7,5 Mhz, diferindo da
técnica utilizada neste caso com transdutor de 14 Mhz, que facilitou para a
delimitacdo das estruturas, por se trataram de tecidos ndo maduros e delgados,
principalmente por se tratarem de potros com idade ndo superior a 6 meses,

Ndo foram encontrados trabalhos com o0 estudo de imagens
ultrassonograficas da membrana de celulose sintética, mas podemos concluir que
sua utilizacdo pode ser facilmente monitorada por este meétodo por apresentar
imagem hiperecodica em relacéo aos tecidos circundantes.

Nas imagens de US notamos a diferenca no padrao das fibras com presenca
de liquido intratendineo e no membro direito a conformacéo do TFDS foi preservada
em relacdo ao membro esquerdo, sem o implante, que mostrou uma conformacao
mais difusa entre os tendbes flexores. Esta preservacdo da arquitetura tendinea
deve-se ao isolamento do TFDS que o implante promoveu 0 que suporta nossa
proposta da utilizacdo da membrana de celulose sintética como implante de barreira
para minimizar os efeitos deletérios da reparacdo das injurias tendineas. Estes
achados sdo compativeis aos propostos por Rebello (1987), Wouk & Michelotto
(1989), Wouk et al. ( 2004) e Costa & Souza (2005), Costa Neto et al. (1999) que em
seus estudos fizeram uma barreira entre o ambiente e a ferida preservando as
condi¢cBes necessarias para a cicatrizacdo. Esta funcdo de barreira também ficou
demonstrada em estudos em coérnea de coelhos realizado por e Macedo (2008)

demonstrando que a funcao de barreira proposta foi efetiva.
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5.  CONCLUSAO

A utilizacdo da membrana de celulose em potros ndo demonstrou diferenca
nos achados clinicos e nos exames ultrassonograficos, quando comparados ao
membro controle. Entretanto o exame ultrassonografico demonstrou ser eficiente na

identificac&o, no controle do posicionamento e da reabsorgéo deste implante.
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CAPITULO 1ll: AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO COMPORTAMENTO DA
MEMBRANA DE CELULOSE SINTETICA EM IMPLANTE PERITENDINEO EM
POTROS

Eduarda M2.Oliveira'®, Peterson T. Dornbusch®®, Renato S. de Sousa?, Ivan
Deconto?

ABSTRACT. Oliveira E. M., Dornbusch P. T.2, Sousa, R. S. de * Deconto |.2
[Histopathological evaluation of the performance of synthetic cellulose
membrane on peritendinous implant in foals.] Avaliagdo ultrassonografica do
comportamento da membrane de cellulose sintética em implante peritendineo em
potros. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00.

The objective of this experiment was to study the behavior of synthetic
cellulose membrane used to prevent formation of fibrous adhesions after tendon
trauma peritendineum. Six foals had a cellulose membrane applied around the
superficial digital flexor tendon (SDFT) in the right forelimb and in the left forelimb,
the same procedures were performed except the placement of the implant. The
animals were divided into two groups to perform the biopsy incision: group | (GI) to
30 days and group Il (Gll) to 60 days. The synthetic cellulose membrane was
identified in histopathologial analysis in two foals Gl which it was partially absorbed,
into fragments, surrounded by inflammatory cells, and it was identified a giant-cell in
one of them. The results of neovascularization, inflammatory aspect and tissue
disorganization showed no statistically different between members, and the implant
showed no major deleterious effects on the inflammatory process and it was
observed the preservation of the integrity of the injured tendon. Despite the findings,
this study suggests that more research should be conducted to assess and improve
the technique of bioabsorbable implants in tendons.

TERMS INDEX: cellulose membrane; tendon; adhesions; equine

RESUMO.- O objetivo deste experimento foi de estudar o comportamento da
membrana de celulose sintética utilizada na prevencéo de formacao de aderéncias
fibrosas peritendineas ap0s trauma tendineo. Seis potros tiveram uma membrana de
celulose aplicada ao redor do tenddo flexor digital superficial (TFDS) no membro
toracico direito e no membro toracico esquerdo, foram realizados os mesmos
procedimentos exceto a colocacao do implante. Os animais divididos em dois grupos
para a realizacdo das biopsias incisionais: grupo | (Gl) aos 30 dias e grupo Il (Gll)
aos 60 dias. A membrana de celulose sintética foi identificada nas analises
histopatolégicas de dois potros do Gl mostrando-se parcialmente absorvidas, em
fragmentos, envolta por células inflamatérias, e também foi identificada célula-
gigante em uma delas. Os resultados da neovascularizacao, infiltrado inflamatorio, e
desorganizacao tecidual ndo apresentaram diferenca estatistica entre os membros,
e o implante ndo apresentou maiores efeitos deletérios pelo processo inflamatorio e
foi observada a preservacdo da integridade do tenddo lesionado. Apesar dos
resultados, este estudo sugere gue mais pesquisas devem ser realizadas para
avaliar e aprimorar a técnica de colocacédo de implantes bioabsorviveis em tenddes.

TERMOS DE INDEXACAOQO: membrana de celulose; tend&o; aderéncia; equino
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1. INTRODUCAO

As lesdes tendineas resultam em permanente alteracdo da composicéo
molecular e biomecanica do tenddo (Dowling et al. 2000), tendo as aderéncias
fibrosas como sequela das cicatrizagbes, acarretando em reducdo da mobilidade do
membro comprometendo a funcionalidade (Temiz et al. 2008). Pennington (1979)
descreveu que as aderéncias sado resultado, geralmente, de excisdo na bainha
tendinea, sutura no tendao e imobilizacdes.

Sendo assim, um dos principais desafios é o tratamento das lesdes
tendineas que visa ser eficiente em minimizar as sequelas da cicatrizagdo. O
periodo necessario para a reparacdo tecidual completa pode levar meses ou anos,
além do alto indice de recidivas (Maia et al. 2009), jA que o tecido cicatricial
neoformado é menos resistente que o tendao original (Gillis 1997), a conformacéo e
a composicdo da matriz extracelular também fica alterada acarretando em menor
capacidade biomecanica em relagdo ao tenddo normal (Dowling et al. 2000).

Durante o processo de reparacdo, a regeneracdo e a formacéo de fibrose
podem ocorrer de diferentes maneiras nos tecidos lesionados num animal, e mesmo
nos humanos, sugerindo que os mecanismos de reparacdo e seus reguladores
também sejam similares entre as diferentes espécies (Khanna et al. 2009).

A reparacdo tendinea passa por trés fases: aguda, proliferativa e
remodelamento (Dahlgren 2007). Sendo que os mecanismos envolvidos ocorram por
fatores intrinsecos pela proliferacdo dos tendécitos do epitenddo e endotendéo, e
extrinsecos pela invasdo de células dos tecidos adjacentes como as bainhas
tendinea e sinoviais.

A utilizacdo de implantes durante o procedimento cirdrgico na reparacao de
rupturas tem se revelado um grande potencial na reducdo da formacdo das
aderéncias porque funcionam como barreiras entre o tecido tendineo e suas
estruturas adjacentes (Temiz et al. 2008).

A membrana biossintética a base de celulose vem sendo amplamente
estudada, porque, além de possuir caracteristicas necessarias para a reparagao
tecidual guiada € um material biocompativel, inerte, atdxica, além de se tratar de um
produto nacional desenvolvido a baixos custos sendo utilizadas em diversas areas
(lamaguti & Brandao 2009).

Em 1984, a membrana de celulose foi descoberta ao acaso pelo

microbiologista Luis Fernando Xavier Farah, no transcurso de uma pesquisa em
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apicultura na qual utilizava a celulose. No processo final de obtencdo da membrana
de celulose o aspecto € visualmente semelhante a pele humana. Por isso, foi
inicialmente utilizada como substituto da pele em casos de queimaduras, revelando
sua biocompatibilidade com o leito da derme, além de apresentar facilidade de
manipulacdo e diminuir o desconforto do paciente frente a ferida cutdneas (Rebello
et al. 1987). Apresentando as caracteristicas de biocompatibilidade, favorecer as
trocas gasosas, a pelicula comecou a ser estudada por varios grupos como
substituto de pele em lesdes cronicas e queimaduras (Osman et al. 2007). Depois da
sua utilizacdo na medicina, pesquisadores testaram sua eficacia em diferentes
tecidos e espécies animais como curativo de feridas cirargicas de papilas mamarias
de vacas (Biofill®) (Marques et al. 1996), substituto de pele em equino (Wouk &
Michelotto 1989), lesbes em suinos (Wouk et al. 2004), curativo para cirurgias
periodontais (Gengiflex®) (Novaes Jr et al. 1993), reconstrucao vascular (Klemm et
al. 2001; Negrao et al. 2006), substituto da dura-mater (Mello et al. 1996), nervos
periféricos (Mello et al. 2001), defeitos meningomielocele (Oliveira et al. 2007), em
laminectomias de ratos (Herculano et al. 2006).

O objetivo desta pesquisa foi de avaliar histologicamente o comportamento
do implante peritendineo da membrana de celulose sintética em potros e sua
possivel aplicacao na prevencao de aderéncias.

2.  MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis potros sem raca definida, com idade entre um e cinco
meses, peso corporal de 65 a 135 Kg. Os animais foram submetidos a exame fisico
geral ndo sendo observadas alteragcbes que pudessem interferir na realizacdo do
experimento. Os animais foram alojados em baias, alimentados com aveia achatada
e feno de alfafa, durante a realizacao do estudo.

Seis animais foram avaliados por 30 dias ap6s o implante com membrana de
celulose, neste momento trés animais foram submetidos a biépsia, sendo que apos
este periodo apenas trés animais seguiram sendo observados até os 60 dias e neste

momento também submetidos a bipsia, para avaliacao histopatoldgica.
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A membrana de celulose sintética foi lavada em &gua corrente para retirar o
acido acético, meio de conservacgédo, colocada no interior de frascos contendo 250 ml
de solucdo fisioldgica 0,9% e encaminhado para esterilizacdo em autoclave durante
30 minutos em temperatura de 127°C. As membranas foram previamente cortadas

nas medidas de 4 X 4 cm para facilitar seu manuseio durante o ato cirargico (Fig.1).

Figura 2: membrana de celulose apés a esterilizacao, para ser implanada no ato cirdrgico.
Os animais foram pré-medicados com 0,5 mg/kg de cloridrato de xilazina®

por via intravenosa e apos 10 minutos a anestesia foi induzida com a administracédo
intravenosa de 2,2 mg/kg de cloridrato de cetamina®* e 0,2 mg/kg de midazolam?.
Os animais foram intubados com traqueotubo com 10 mm de diametro e a anestesia
mantida pela administracdo de isoflurano® a 1,0% diluido em oxigénio. Foram
realizados bloqueios anestésicos nos nervos ulnar e mediano com a administracéo
de 3 ml de cloridrato de lidocaina 2% com vasoconstritor?*.

Com os dois membros toracicos depilados e preparados para cirurgia
asséptica em toda a regido terceiro do metacarpo, os animais foram posicionados
em decubito dorsal, com os membros suspensos fixados pela quartela em uma
barra. O acesso cirurgico foi realizado na porcdo média do metacarpo na borda
palmo-lateral. Iniciando com a diérese de seis centimetros, no plano sagital, da pele,
subcutaneo e a bainha tendinea expondo os tenddes digitais flexores, seguiu-se a
divulsdo e separacdo dos mesmos. O paratenddo foi removido e com auxilio de
gazes estéreis o tendao digital flexor superficial (TFDS) foi escarificado nas porcbes

palmar e dorsal do tenddo para a posterior realizacdo da isquemia local, técnica

2% sedomin®, Kénig do Brasil, Santana do Parnaiba, Brasil
2! Ketamin S (+)®, Cristalia, Itapira, Brasil

22 Dormire® 5 mg/ml, Cristalia, ltapira, Brasil

2% |soforine®, Cristalia, Itapira, Brasil

2 Xylestesin®, Cristalia, Itapira, Brasil
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adaptada de Lobato (2002). Por esmagamento, a isquemia foi executada com auxilio
de trés pincas hemostéaticas curvas de Crile de doze centimetros e, com auxilio de
uma régua, foram posicionadas distantes um centimetro uma da outra (0, 1 e 2 cm)

sob pressdo méaxima permanecendo durante cinco minutos até a retirada (Fig.2).

Figura 2: Procedimento de isquemia no TFDS com auxilio de pingas Crile

No membro toracico direito (membro tratado) para a colocacdo do implante
de membrana de celulose sintética foi utilizado uma régua como guia posicionada
entre os tenddes digitais flexores (Fig.3) e, assim evitar sua ruptura, envolvendo a
membrana no TFDS na regido da isquemia e fixando-a no bordo medial do tendao
com um ponto simples com fio de sutura &cido poliglicélico 5-0%° na porcéo proximal
e outro na porcédo distal ao implante transfixando o tenddo. No membro toracico
esquerdo (membro controle) foi realizado o mesmo procedimento, porém néo foi
utilizado o implante sendo este membro o controle. Para o término do procedimento
cirtrgico foi realizada a sutura da pele com fio de sutura nailon zero® em pontos
interrompidos simples.

Os potros permaneceram com imobilizacdo de gesso sintético nos dois
membros, desde a porcédo distal ao carpo até o casco, pelo periodo de 15 dias e
mantidos em confinamento nas baias até o final do experimento. Como medicacéo

pos-cirurgica foram administrados antibiéticos sulfadiazina e trimetropim?’ (20

% Polycryl®, Polysuture
% Mononylon Ethilon®, Ethicon
%"Maxicam Gel®, Ouro Fino Saude Animal Ltda, Cravinhos,SP
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28
|

mg/Kg) durante cinco dias e anti-inflamatério meloxicam oral*” (0,1mg/Kg) por trés

dias.

Figura 3: membrana de régua como guia

Antes e apo0s o procedimento cirargico, com fita métrica a area da regiédo
estudada foi medida pela circunferéncia externa nos momentos M0, M15, M30, M45,
M60.

Para a realizacdo das bidpsias incisionais, em ambos 0s membros 0s
animais foram distribuidos em dois momentos com trés individuos. No momento 30
(M30), aos 30 dias ap0s a primeira intervencao cirurgica, foi realizada a bidpsia
incisional, e no momento 60 dias (M60). Os procedimentos cirdrgicos foram
submetidos ao mesmo protocolo anestésico empregado no procedimento anterior.

Com os animais em decubito dorsal com 0os membros suspensos fixados
pela quartela em uma barra, com a regido depilada e a sob condicbes de assepsia
cirargica. Pela palpacédo foi identificada a porcdo da lesdo que se apresentava
espessada, com uma lamina de bisturi n® 11, com incisao firme no plano sagital na
porcédo palmar do terceiro metacarpo, com as porcdes proximal e distal incisadas em
forma de bisel, concluindo com incisdo no bordo lateral, o fragmento com pele,
subcutaneo e tendao foi extraido.

Apoés a bidpsia, foi procedida a tenorrafia no padrdo em laco fechado, para
evitar possivel ruptura tendinea no pds-operatorio. A sintese cutanea foi realizada

com foi nailon n°® 0 em pontos simples.

2 Tridiazin®, Vansil Industria Comércio e RepresentacgGes Ltda., Descalvado, SP
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Os tecidos coletados pele, subcutaneo e TFDS foram acomodados em papel
e fixados em solucdo de Davidson?® sendo processados por métodos histolégicos
rotineiros até a inclusdo em parafina e obtencédo dos cortes transversais, 0s quais
foram corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE). Os estudos
histopatoldgicos foram realizados em microscopia optica.

Para a avaliagdo do comportamento das lesGes induzidas com e sem o
implante da membrana de celulose sintética foram observadas a presenca e tipo de
infiltrado inflamatério, a neovascularizacdo e a desorganizacdo tecidual. Para
graduar cada caracteristica avaliada no exame histopatolégico, foi utilizada a escala
descrita por Foland et al. (1992): 0 (ausente), 1 (discreta), 2 (moderada) e 3
(intensa).

Para andlise estatistica foi utilizado a analise de variancia para comparacao
da area de circunferéncia tendinea entre 0s momentos no mesmo grupo e o teste t
para comparagao entre os grupos, com p<0,05, através do programa Graph Pad
Prism v.5.

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética de Uso Animal do Setor de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Parana com o n° de protocolo
016/2009.

3. RESULTADOS

Durante o estudo ndo houve perda de animais e nenhuma ruptura tendinea
foi observada, assim como a cicatrizacdo da ferida cirargica foi satisfatoria e sem
deiscéncias ou outras complicacoes.

Nas avaliacOes realizadas previamente ao procedimento cirargico (MO) o
exame fisico demonstrou que, todos o0s potros estavam saudaveis e sem alteracbes
relacionadas ao aparelho locomotor.

O exame macroscopico revelou aumento de volume local e espessamento
na regido da cirurgia, mais evidenciados nos primeiros periodos de observacéo,
reduzindo gradativamente com a evolugcado pés-operatoria (Tab:1) mas semelhantes
em ambos 0os membros. Os resultados da circunferéncia externa, representada pelo
aumento de volume, embora perceptiveis visualmente (Fig.4), ndo mostraram

diferencas na avaliacéo estatistica (p<0,05).

2 Acido acético glacial; alcool etilico 95%; formol tamponado 10%; 4gua destiada.
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A

Figura 4: aumento do volume localizado na regido da lesdo, M15

Tabela 1: Valores da circunferéncia externa (CE) nos momentos (M) avaliados

MEMBRO TRATADO MEMBRO CONTROLE
CE (cm) CE (cm)
MO 12,4+1,11 12,2+0,95
M15 14,0+1,55 13,6+1,79
M30 14,241,91 13,541,23
M45 15,240,71 14,8+1,20
M60 15,1+0,57 14,5+1,34

No momento da biépsia os fragmentos dos membros controle foram
retirados de forma mais integra com suas camadas pele, subcutaneo e tendao
unidas o que nao ocorreu nos membros tratados onde as camadas da pele,
subcutaneo e tendado apresentavam-se facilmente destacaveis, indicando que a
aderéncia aos tecidos adjacentes era minima ou ausente. Esta caracteristica
também foi observada no momento da confeccao das laminas histolégicas, que ao
realizar o corte dos fragmentos, nos materiais retirados dos membros controle
encontravam-se com suas camadas uniformes e unidas enquanto as biopsias dos
membros tratados estavam dispersos com as camadas de tecidos separadas.

O tendao apresentava-se uniforme, de espessura compativel com o tendéo
contra-lateral, ndo se identificando a area de leséo, sendo observado um tecido de
coloragdo esbranquicado, denso, continuo caracteristicas semelhantes ao tendéao
normal.

O uso da solucdo de Davidson foi eficiente ndo danificando os tecidos e

contribuiu para a realizacdo dos cortes porque os tecidos néo ficaram muito
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ressecados, o que geralmente dificulta a confeccdo das laminas de tecidos mais
densos com o tendéo.

Na avaliacdo microscépica na observagcdo da desorganizacao tecidual trés
animais apresentaram alteragdo no padrédo normal de conformacdo celular dos
tecidos estudados (Tab.2).

Tabela 2: Graduacao da desorganizacao tecidual (Foland et al. 1992)

Desorganizag&oTecidual Membro tratado | Membro controle
Potro 1 0 0
M30 |Potro 2 0 1
Potro 3 0 0
Potro 4 3 0
M60 |Potro 5 0 0
Potro 6 1 2

O tipo de infiltrado inflamatério (Tab.3) era predominantemente composto
por células mononucleares, macrofagos, linfécitos, fibroblastos, com a identificacdo
de célula gigante (Fig.5) em apenas um potro aos 30 dias. Em um dos potros foi
identificado o inicio de formacéo de tecido de granulagcdo demonstrando cicatrizagao
avancada e mais organizada (Fig.6).
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Figura 5: Lamina histolégica do corte tranversal da biépsia do membro tratado do Gl. Identificagéo de
célula-gigante (seta) e fragmentos da membrana de celulose sintética (rosa) (HE;100x).
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de deposicgédo de tecido granulagdo entre as células. A (HE;10x); B (HE,40x).

Tabela 3: Graduacao do infiltrado inflamatério (Foland et al. 1992)

Infiltrado Inflamatdério

Membro tratado

Membro controle

Potro 1 0 1
M30 Potro 2 0 0
Potro 3 1 0
Potro 4 0 0
M60 Potro 5 2 0
Potro 6 0 0

Em relacdo a neovascularizacdo (Fig.7) as amostras apresentaram varios

graus sem diferenca estatistica na formacao de novos vasos (Tab:4).

Tabela 4: Graduacéo da neovascularizacéo (Foland et al. 1992)

Neovascularizacéo

Membro tratado

Membro controle

Potro 1 2 1

M30 Potro 2 1 3
Potro 3 2 1

Potro 4 1 2

M60 Potro 5 3 2
0 2

Potro 6
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A identificagdo do implante da membrana de celulose sintética foi possivel

apenas em dois dos animais pertencentes ao Gl (30 dias) (Fig.8).

PN P e AL o Rl o] S L i
Figura 7: Lamina histolégica do corte tranversal da bidépsia do membro tratado do GlI. Identificacéo de
neovascularizac¢éo intensa (HE,40x), Potro 5.

Para os valores das variaveis analisadas ndo houve diferenca significativa

nos estudos estatisticos realizados.

i | e B i
Figura 8: Lamina histolégica do corte tranversal da biépsia do membro tratado do Gl. Visualizacédo da
membrana de celulose sintética (setas); A: implante isolado (HE40x); B: implante sendo absorvido, *
TFDS (HE,10x).

4. DISCUSSAO
O modelo para a inducdo de aderéncia peritendinea foi delineado segundo

descrito por Lobato (2002) que utilizou o0 método de isquemia por esmagamento do
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tendao em caes, relatando que o tend&o ao sofrer um processo de isquemia tende a
se aderir para buscar nutricdo de um leito melhor vascularizado. Porém os
resultados obtidos para o modelo experimental em equino ndo foram satisfatorios,
havendo o processo inflamatério, mas ndo em grau suficiente para que a aderéncia
fosse estabelecida visualmente no tempo estipulado para o estudo.

Acreditava-se que a imobilizacdo dos membros apds as cirurgias fosse fator
que contribuisse para a formacdo das aderéncias pela reducdo da mobilidade do
membro, mas no experimento de Temiz et al. (2008) n&do foram realizadas
imobilizacdbes e aderéncias foram descritas nos resultados. Em estudo de
Pihlajaméaki et al. (2008) a comparacao entre grupos com e sem imobilizacdes nao
apresentaram diferencas estatisticas na cicatrizacdo do tenddo de coelhos. Barbieri
et al. (1994) e Braga-Silva et al. (2005) descreveram que a mobilizacdo precoce com
exercicios controlados de flexdo ativa sdo importantes para evitar as aderéncias.
Manske (1988) sugeriu que 0 estresse mecanico provoca a estruturacdo das fibras
de colageno, diminui a formacédo de aderéncias e aumenta a forca ténsil devido a
predominancia da atividade intrinseca da cicatrizacao tendinea.

Pennington et al. (1979) e Lobato (2002) descrevem que irritacées na bainha
tendinea podem resultar em maior incidéncia de aderéncias peritendineas. Seguindo
este conceito Temiz et al. (2008) ndo suturou a bainha tendinea dos ratos estudados
0 que contribuiu para sua alta incidéncia de adesao peritendinea. Os resultados
obtidos neste estudo divergem destes pesquisadores porque embora a mesma
técnica tenha sido empregada e associada a remocao do paratenddo, a expectativa
era que houvesse uma reagao exacerbada e que entdo desencadeasse a formacéo
da aderéncia peritendinea, mas isto ndo foi observado. A ndo ocorréncia das
adesdes pode ser esclarecida pela conformacdo anatdomica e pressbes das
estruturas do digito equino e/ou pela alteracdo no padrdo da via extrinseca durante a
cicatrizacdo tendinea, que manteve a migracdo de células inflamatorias, porém em
guantidade insuficiente de fibroblastos para que a aderéncia peritendinea fosse
perceptivel. Entretanto, a remocdo do paratenddo e a escarificacdo do TFDS teve
grande influéncia no aumento de volume local observado nos dois membros pela
presenca de exsudato inflamatério, demonstrado pelos dados da circunferéncia
externa.

A técnica para a colocacdo do implante foi descrito por Torres & Farias

(2003) em estudo de reparacdo de nervo periférico, por Pihlajamaki et al. (2008)
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como implante de barreira em suturas de tenddes em coelhos e Temiz et al. (2008)
também como implante de barreira em suturas tendineas em ratos. Em todas as
técnicas relatadas as suturas do implante no tenddo néo foram realizadas, mas em
nosso estudo foram necessérias, por haver a possibilidade de migracéo do implante
para regides mais distais do membro.

Em relagdo a presenga do implante, ndo houve diferenga na quantidade de
exsudato inflamatério no membro tratado e controle, resultado semelhante aos
encontrados por Pihlajaméaki et al. (2008) e Temiz et al. (2008). Provavelmente, esta
ocorréncia deve-se em parte pela caracteristica do biomaterial descrito por Rebello
et al.(1987) e lamaguti & Brandao (2009), sendo que a permeabilidade permite a
migracdo de células e exsudato inflamatério sem comprometer o processo de
reparacdo. Torres & Farias (2003) reforcam esta teoria quando descreveram que 0
uso do implante de celulose como bainha apresenta também a vantagem de permitir
a concentracao de fatores de crescimento, contribuindo consequentemente, para a
regeneracao do tecido lesionado.

Rebello et al. (1987) descreveram o comportamento da membrana de
celulose sintética na dermatologia e evidenciou que, conforme o processo de
cicatrizacdo evoluia, ocorria a fragmentacdo e a queda do implante ndo sendo
necessaria a sua remocao. Fato este, também observado no implante peritendineo
onde foi possivel visualizar no estudo histopatolégico fragmentos da membrana em
dois potros do momento 30 dias e em nenhum do momento 60 dias dada a sua
absorcao local e fragmentacdo, e mesmo no ato da bidpsia incisional a identificacédo
da membrana implantada foi possivel em apenas nestes dois potros.

Brik (1989) apud (Schoenau et al. (1993) com o uso de membrana de
celulose em lesdes epiteliais corneanas nao evidenciou nenhuma reacao
inflamatoria ou irritativa ocasionada pela presenca do implante, e Schoenau et al.
(1993) no estudo com o implante na cérnea de cées relataram que a membrana
celulésica ndo mostrou maiores reacdes inflamatérias do que aquelas provocadas
pela cura da leséo estes relatos assemelham-se ao resultados obtidos neste estudo
onde a reacdo inflamatéria local, tanto na avaliacdo clinica quanto na histolégica,
nao mostraram reacdes diferentes significativas entre os membros. Assim como
Temiz et al. (2008) em estudo em tenddes de rato descreveu nos resultados pouca
ou nenhuma reac¢do inflamatoria com o uso do implante de membrana de celulose

oxidada.
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Marques et al. (1996) acompanharam a evolugéo da cicatrizacdo de feridas
mamarias em vacas com analises histolégicas desde o terceiro dia da implantacéo
da membrana de celulose até o 28° dia do término da regeneracdo cutanea, e 0s
resultados encontrados revelaram gradativa reducdo das células inflamatérias e do
edema, com aumento da vascularizacédo até o tecido neoformado. Isto é semelhante
as analise do Gl e do GIll onde observamos que houve pouca diferenca entre os
momentos da bidpsia porque o processo inflamatério agudo teria dado lugar ao
processo de cicatrizagdo com o maior numero de fibroblastos, novos vasos e sem
alteracd@o no padréo das fibras tendineas.

Pesquisas relacionadas ao tempo de absor¢cdo da membrana de celulose
ndo foram encontrados, mas o tempo necessario para fragmentacéo e absorcao do
implante varia de acordo com as caracteristicas da regido lesionada, quanto a sua
capacidade de migracdo de células inflamatérias e circulacdo de vasos, também
estao relacionadas com a forma de implantacéo, qualidade, tamanho e espessura da
membrana de celulose sintética, porque quanto maior e mais espessa maior o tempo
para sua degradacao completa.

A preservacao da integridade do tecido tendineo com o deslizamento entre
os tenddes flexores e a pele observados neste estudo € semelhante aos resultados
relatados no estudo da correcdo de meningomiolocele em fetos de ovelhas por
Oliveira et al. (2007), que nas analises macroscopicas observaram que a membrana
de celulose implantada entre a pele e o tecido da medula manteve preservada a
individualidade entre estes tecidos ndo havendo aderéncia, com deslizamento entre
as estruturas.

O infiltrado inflamatério era composto por células mononucleadas,
principalmente mondcitos e linfécitos, visualizados na maioria proximas a pele, no
subcutaneo e do implante corroborando com os resultados de Pihlajamaki et al.
(2008) que, em modelo semelhante, estudaram a membrana bioabsorvivel de acido
poliglicélico e obtiveram a mesma caracteristica de infiltrado inflamatario.

Pelo predominio de células mononucleadas visualizadas demonstra que a
técnica cirurgica foi realizada de maneira asséptica uma vez que as caracteristicas
encontradas ndo evidenciaram contaminacéao e infeccao dos tecidos.

Nas amostras onde foram visualizados fragmentos do implante observamos
a formacdo de uma margem de células mononucleadas junto a membrana de

celulose semelhante a camada de fibroblastos ao redor do implante relatado por
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Oliveira et al. (2007), servindo como barreira de prote¢cao da medula, e evidenciando
a capacidade da membrana de celulose ser tecido para a regeneracdo guiada
previamente descrita por lamaguti & Branddo (2009). Esses autores também
descreveram a auséncia de migracdo das células, proliferacdo de vasos e a
presenca de tecidos conectivos com colageno do hospedeiro para o implante
concordando com as analises histoldgicas deste estudo.

De acordo com lamaguti & Brandado (2009) as caracteristicas histologicas
sugerem que os implantes da membrana de celulose sintética sofrem degradac¢éo no
organismo animal, sendo encontrados fragmentos no citoplasma de células
gigantes, o que segundo este estudo parece ser aceitavel ja que a presenca de
célula gigante foi evidenciada, porém sem a visualizacédo de fragmentos do implante
em seu citoplasma. O numero reduzido de células gigantes pode estar relacionado
ao periodo da realizacdo das biopsias, com o término da fase inflamatoria aguda
encaminhando-se para a fase de remodelamento da cicatrizagéo.

5. CONCLUSAO

A utilizacdo da membrana de celulose em potros ndo demonstrou diferenca
nos achados do aspecto macroscopico e histopatoldgico, quando comparados ao
membro controle. Entretanto, o implante contribuiu para manter a individualidade do
TFDS e os tecidos adjacentes, uma vez que, manteve o deslizamento e a
integridade das estruturas, sem maiores efeitos inflamatdrios daqueles apresentados

em processos cicatriciais normais.
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ANEXOS
Anexo 1: Quadro dos valores da circunferéncia externa (CE) (cm)
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Membro toracico direito

Membro toracico esquerdo

MO M15 | M30 | M45 | M60 MO M15 | M30 | M45 | Me0
Potro 1 16 16 15,7 | 155 155 | 155 | 15,2 15
Potro 2 132 | 154 | 16,1 | 155 | 153 13 15,9 14 155 | 152
Potro 3 13,2 | 14,7 | 155 | 145 | 145 13 13,5 14 13,8 | 13,3
Potro 4 12,5 13 131 123 | 125 | 133
Potro 5 105 | 114 | 115 10,7 11 11
Potro 6 12,4 | 13,5 13 12 13 13,2

Anexo 2: Quadro dos valores da area transversal do tendao flexor digital superficial

(AT-cm?)
Membro toracico direito Membro toracico esquerdo

MO M15 M30 M45 M60 MO M15 M30 M45 M60
Potro 1 0,49 | 0,37 | 0,39 | 0,31 | 053 | 0,29 | 0,31 | 0,24 | 0,34 | 0,38
Potro 2 055 | 03 | 031|036 | 0,39 | 037 | 0,29 | 0,36 | 0,55 | 0,33
Potro 3 0,42 | 0,42 0,4 0,27 | 043 | 0,29 | 041 0,3 0,34 | 0,33
Potro 4 0,28 | 0,26 | 0,36 0,22 | 0,28 | 0,26
Potro 5 0,14 0,18 0,21 0,13 0,21 0,21
Potro 6 0,17 | 0,32 | 0,31 0,22 | 0,29 | 0,31

Anexo 3: Quadro dos valores da distancia do tendéo flexor digital superficial a pele

(D1-mm)
Membro toracico direito Membro toracico esquerdo

MO M15 | M30 | M45 | M60 MO M15 | M30 | M45 | M60
Potro 1 135 | 418 | 595 | 3,17 | 3,91 | 1,85 | 2,86 | 2,35 | 2,20 | 2,10
Potro 2 242 | 3,21 | 429 | 3,03 | 468 | 1,39 | 514 | 483 | 4,29 | 2,89
Potro 3 1,47 | 255 | 566 | 2,62 | 505 | 1,60 | 1,69 | 2,44 | 1,97 | 2,14
Potro 4 1,75 | 4,65 | 3,55 1,75 | 3,91 | 3,30
Potro 5 0,76 | 3,17 | 2,33 1,93 | 3,08 | 2,17
Potro 6 1,23 | 3,56 | 2,66 1,47 3,1 3,05
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Anexo 4: Quadro dos valores da espessura do tendao flexor digital superficial a pele

(D2-mm)
Membro torécico direito Membro toracico esquerdo
MO M15 | M30 | M45 | M60 MO M15 | M30 | M45 | M60
Potro 1 2,2 345 | 402 | 456 | 569 | 3,11 | 3,38 | 3,11 | 3,78 | 4,62
Potro 2 4,79 3,7 382 | 351 | 441 | 423 | 3,98 | 4,05 | 506 | 4,58
Potro3 | 427 [ 292 | 476 | 278 | 46 | 2,73 | 332 | 204 | 236 | 3%2
Potro 4 245 | 3,14 | 3,49 2,45 | 3,69 3,3
Potro 5 1,64 | 2,35 | 2,14 2,04 | 2,73 | 2,65
Potro 6 2,7 3,76 | 3,35 2,55 | 3,36 | 3,93
Anexo 5: Quadro dos graus de claudicacao
MO M7 M15 M21 M30 M45 M60
Potro 1 0 1 3 3 2 0 0
Potro 2 0 1 3 3 3 2 0
Potro 3 0 2 3 2 1 0 0
Potro 4 0 1 3 1 2
Potro 5 0 2 3 2 2
Potro 6 0 2 3 3 2

Anexo 6: Quadro dos valores das médias e desvio padréo

MEMBRO DIREITO

MEMBRO ESQUERDO

D13O

D231

AT??

CE33

D1

D2

AT

CE

MO

1,50+0,61

3,01+1,38

0,34+0,17

12,4+1,11

1,67+0,21

2,85+0,83

0,25+0,08

12,2+0,95

M15

3,55+0,85

3,22+0,52

0,31+0,08

14,0+1,55

3,30+1,28

3,41+0,47

0,30+0,06

13,6+1,79

M30

4,07+£1,50

3,60+0,96

0,33+0,07

14,2+1,91

3,02+1,10

3,18+0,75

0,28+0,05

13,5+1,23

M45

2,94+0,29

3,62+0,89

0,31+0,05

15,2+0,71

2,82+1,28

3,73+1,35

0,41+0,12

14,8+1,20

M60

4,55+0,58

4,90+0,69

0,45+0,07

15,1+0,57

2,38+0,45

4,08+0,90

0,35+0,03

14,5+1,34

Anexo 7: Solucdo de Davidson

Componente

Quantidade

Acido acético glacial

Alccol etilico 95%

Formol tamponado 10%

Agua destilada

%% Distancia entre o TFDS 3 pele (milimetros)
3 Espessura do TFDS (milimetros)
32 Area transversal do TFDS (centimetro quadrado)
33 . N o ;

Circunferéncia Externa (centimetro)




