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Comparacdo de diferentes doses de colagenase em modelo de inducéo de tendinite para
equinos: estudo clinico e ultra-sonogréafico

Comparison of different doses of collagenase-induced equine tendonitis: clinical and ultrasonographic
study

Ana Lucia Miluzzi Yamada™ Ana Liz Garcia Alves" Carlos Alberto Hussni"
José Luiz de Mello Nicoletti" Armen Thomassian" Marcos Jun Watanabe'"
Rodrigo Carneiro'

RESUMO

Neste estudo, lesdes tendineas foram induzidas
experimentalmente em equinos por meio da administracdo de
diferentes doses de colagenase. Foram usados 12 equinos
adultos, clinicamente sadios e distribuidos aleatoriamente em
dois grupos que receberam diferentes doses de colagenase. O
grupo 1 (G1) recebeu 1,25mg e o grupo 2 (G2) recebeu 2,5mg
de colagenase. Com a agulha posicionada no centro dos
tenddes flexores digitais superficiais dos membros toracicos,
as diferentes doses de colagenase foram aplicadas conforme o
grupo experimental. O acompanhamento das lesdes tendineas
baseou-se em exames fisicos e ultra-sonogréficos, realizados a
cada sete dias até o periodo de 28 dias pés-inducdo. Nas
imagens ultra-sonogréaficas, foram avaliados os parametros
ecogenicidade, percentual de area lesada, grau de redugéo e
severidade das lesdes do tenddo flexor digital superficial. O
parametro mais fiel em resposta as diferentes doses de
colagenase administradas foi o percentual de area lesada no
interior do tenddo. O G2 apresentou uma melhor resposta
ultra-sonogréfica da tendinite do flexor digital superficial para
a realizacdo de estudos experimentais.

Palavras-chave: tendinite, colagenase, ultra-som, equino.
ABSTRACT

In this study, tendinous injuries were induced
experimentally in horses, through the administration of different
doses of collagenase. Twelve horses, clinically healthy, were
distributed into two groups that received different doses of
collagenase. Group 1 (G1) received 1.25mg and Group 2

(G2) received 2.5mg of collagenase. With the needle positioned
at the center of the superficial digital flexor tendon in the equine
forelimbs, different doses of collagenase were applied in
agreement the experimental group. The monitoring of
colagenase-induced tendonitis was based on physical and
ultrasonographic exams, carried out every seven days until the
period of 28 days post-induction. In the images of ultrasound
were evaluated the echogenicity, the percentage of injured area,
degree of reduction and severity of injuries of colagenase-
induced tendonitis. The most accurate parameter in response
to different doses of collagenase administered was the percentage
of area injured in the interior of the tendon. The G2 presented
one better ultrasonographic reply of the tendonitis of the
superficial digital flexor for the accomplishment of experimental
studies.

Key words: tendonitis, colagenase, ultrasound, equine.

INTRODUCAO

O tenddo flexor digital superficial (TFDS) é
freqlientemente agredido por diferentes mecanismos,
e as lesbes expressam-se no plano tecidual por
fendmenos degenerativos e alteragdes inflamatorias em
diferentes graus de intensidade (ALVES, 1998). Essas
lesdes cicatrizam lentamente, e de 20 a 60% dos cavalos
afetados retornam a atividade atlética, mas acima de
80% deles apresentam reincidéncia da lesdo
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(GENOVESE etal., 1997). Como consequéncia, observa-
se que a tendinite do flexor digital superficial esta entre
as principais causas da diminuicao de desempenho e
claudicacdo dos equinos atletas, gerando grandes
perdas econdmicas na medicina esportiva eqiiina
(WILSONetal., 1996; GILLIS, 2004).

Recentes investigacoes cientificas sobre a
ultra-estrutura do TFDS, suas propriedades mecanicas
e suas respostas a lesdo e as modulagdes
farmacol6gicas da reparagéo tendinea buscam elucidar
davidas sobre a etiopatogenia da tendinite,
contribuindo assim para o desenvolvimento de
métodos preventivos e terapéuticos mais eficazes
(ALVESetal.,1993; DOWLING etal., 2000; ALVES et
al., 2001 a; ALVES etal., 2001 b).

O extrato de colagenase purificado de
bactérias possui a caracteristica de destruir
enzimaticamente as fibras colagenas e, quando aplicado
pela via intratendinea, pode ser utilizado modelo
experimental que mimetiza os sinais clinicos e os efeitos
de uma leséo de ocorréncia natural, como, por exemplo,
a tendinite causada pelo estresse mecanico da atividade
esportiva de alto desempenho (ALVES, 1998; ALVES
etal., 2002).

Sabe-se que o exame ultra-sonogréfico do
TFDS é essencial para a avaliagdo e 0 acompanhamento
da cicatrizagdo da lesdo tendinea (FERRARO et al.,
2003). Nesse exame, um TFDS normal apresenta-se
isoecdico e em corte longitudinal é composto por fibras
longas e paralelas e de ecogenicidade caracteristica. A
lesdo recente do TFDS apresenta-se anecdica
resultante da hemorragia, fibrélise ou tecido de
granulacéo inicial (REEF, 1998). Ja a destruicdo do
colageno pela administracdo da colagenase é
caracterizada por areas hipoecdicas ou anecoicas, e 0
decréscimo da ecogenicidade depende diretamente da
dose de colagenase administrada (SPURLOCK et al.,
1989). A utilizagdo de um modelo experimental em que
haja padronizagdo das lesGes tendineas permite a
aplicacdo de diferentes protocolos terapéuticos, além
de possibilitar o estudo do processo de formagédo da
lesdo e do processo cicatricial (CREVIER-DENOIX et
al., 2005; MARXEN etal., 2004).

Nesse sentido, por meio da presente
pesquisa objetivou-se padronizar lesbes tendineas
induzidas experimentalmente em equinos a partir da
administracdo de diferentes doses de colagenase,
avaliando-se aspectos clinicos e ultra-sonograficos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 equinos adultos,
machos e fémeas, com faixa etaria média de seis anos e

peso médio de 400kg, sem raca definida e clinicamente
sadios. Antes do periodo experimental foram
submetidos a exames fisicos e laboratoriais para a
constatacdo do estado de higidez e a exame de
claudicacéo visando a verificagcdo da normalidade do
aparelho locomotor. Durante todo o experimento foram
mantidos em baias individuais e alimentados com feno
de capim “coast-cross”, agua ad libitum e
suplementados com ragdo comercial e composto mineral
para equinos.

Os cavalos foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos conforme a dose de
colagenase aplicada nos membros torécicos: grupo 1
(G1) foi composto de seis animais submetidos a
aplicacdo de 1,25mg de colagenase?, correspondente a
0,5mL de solugéo a 2,50%; e o grupo 2 (G2) foi composto
de seis animais submetidos a aplicacdo de 2,5mg de
colagenase, correspondente a 1,0mL de solugéo a 2,5%.
Antes do protocolo de aplicagdo da colagenase 0s
cavalos foram submetidos a palpagdo do TFDS para
observagdo de sensibilidade dolorosa, aumento de
volume e temperatura local e ao exame ultra-sonogréafico
para verificar possiveis alteragdes que pudessem
comprometer as avaliagOes preconizadas.

Os exames ultra-sonograficos foram
realizados com o equino contido em tronco e em
posicao quadrupedal. Apés tricotomia da regido palmar
do 3¢ metacarpiano, o TFDS foi avaliado com o aparelho
ultra-sonogréafico provido de transdutor linear de
7,5MHz°, sendo obtidas imagens em cortes transversais
e longitudinais registradas por meio da impresséo em
papele.

Com o cavalo contido em tronco foi realizada
sedacéo com xilazina a 10% na dose de 0,5mg kg* pela
via intravenosa e anestesia local por meio do bloqueio
perineural dos nervos digitais palmares lateral e medial
no tergo proximal da regido metacarpiana, onde foram
aplicados 2mL de lidocaina sem vasoconstrictort em
cada ponto. A regido foi entdo preparada com
antissepsia com &lcool iodado e uma agulha
hipodérmica 30x8" foi introduzida na regido palmar do
TFDS a 15cm distal ao osso acessorio do carpo, no
sentido perpendicular a pele até atingir o centro do
tenddo. O posicionamento da agulha e a aplicacédo da
colagenase foram acompanhados pela ultra-sonografia.
O procedimento de aplicacéo de colagenase foi 0 mesmo
para ambos 0s membros torcicos e grupos, porém as
doses de colagenase aplicadas intratendineas foram
de 1,25mg e 2,50mg de colagenase, respectivamente,
para os grupos G1 e G2.

O monitoramento das lesdes tendineas
baseou-se nos exames clinicos e ultra-sonograficos
realizados a cada sete dias até o periodo de 28 dias
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pés-inducgdo (D7, D14, D21 e D28). Ao exame clinico foi
avaliado 0 aumento de volume, classificado em escore
de 0 a 5 (0 = sem aumento de volume; 1 = discreto
aumento de volume; 2 = aumento de volume evidente;
3 = moderado aumento de volume; 4 = severo aumento
de volume; 5 = aumento de volume grave) e graus de
claudicacdo segundo STASHAK (2002), em que | =
claudicacéo néo observada a passo, mas reconhecivel
ao trote; 11 = claudicacéo notada ao passo e evidente
ao trote; 111 = claudicacéo evidente ao passo e ao trote;
IV = claudicagdo que quase ndo suporta peso algum
no membro; V = impoténcia funcional do membro ou
decubito.

Na ultra-sonografia, foram avaliados os
parametros: Ecogenicidade da lesdo (0 = ecoico; 1 =
predominio ecéico; 2 = 50% ecdico e 50% anecoico; 3
= predominio anecéico; 4 = totalmente anecdico),
segundo GENOVESE et al. (1986); percentual de &rea
lesada no interior de cada tenddo, (area da lesdo/area
total do tenddo) x 100, segundo GENOVESE et al.
(1990); percentual de reducéo da lesdo, mensurando o
percentual da &rea da lesdo inicial e das avaliagdes
subsequentes e o paralelismo das fibras colagenas,
avaliado por meio das imagens longitudinais (0 =
auséncia de paralelismo; 1 = discreto; 2 = parcial; 3 =
total); e grau de severidade da lesdo, expresso pela
relagdo entre a ecogenicidade e o percentual de area da
lesdo, em escala de 0 a 10.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4, em
que o primeiro fator foi representado pelas diferentes
doses aplicadas (G1 e G2) e o segundo fator foi
representado pelas diferentes épocas de avaliagdo
(sete, 14, 21 e 28 dias) e com seis repetigcdes (sendo
cada repeticdo um animal). Os dados foram submetidos
a analise de variancia e, em caso de significancia
(P<0,05), foram submetidos ao Teste de Tukey para a
comparacao de médias, em nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A resposta imediata da administracdo da
colagenase relacionou-se com os achados das
pesquisas realizadas por ALVES et al. (2002), MARXEN
etal. (2004) e BARREIRA (2005), as quais verificaram
alteracOes clinicas locais em todos os animais, nas
primeiras 24 a 48 horas ap0s a aplicacdo da enzima.
Nos grupos experimentais, foram observados sinais
de processo inflamatdrio, tais como aumento de
temperatura, aumento de volume e sensibilidade
dolorosa locais. A face palmar do TFDS, no ponto de
aplicacdo da colagenase, tornou-se espessada para 0s
dois grupos. MARXEN et al. (2004) relataram que o

aumento de volume no ponto de aplicagdo conserva-
se até o final do experimento, explicado por GOODSHIP
etal. (1994), os quais descrevem que 0 espessamento
do TFDS na fase inicial deve-se a presenca de liquido
inflamatério e na fase final, ao tecido cicatricial
neoformado.

ALVESetal. (2002) relataram que as reacdes
posteriores & aplicagdo de colagenase, encontradas ao
exame fisico e ultra-sonografico, se assemelharam as
lesbes provocadas por excesso de exercicios. Em G1, 0
processo inflamatério inicial apresentou-se evidente,
ndo seguindo o padrdo encontrado na literatura
(HENRY etal., 1986). A partir da terceira semana, apos
a inducéo da lesdo, G1 apresentou menor resposta
inflamatoria local. Apesar de ndo haver significancia
estatistica, foi observado que o exame fisico de G1 foi
diferente de G2 (Tabela 1) em todos os momentos,
sendo as imagens ultra-sonograficas vantajosas para
acompanhar a evolucéo da lesdo tendinea, ja que ndo
houve uma constante relacdo entre a gravidade das
lesbes nas imagens ultra-sonograficas e os achados
do exame clinico (ALVES, 1998).

As enzimas bacterianas agridem as
moléculas de colageno em maltiplos locais ao longo da
cadeia, causando rapida solubilizacdo do colageno,
destruicdo de células e matriz ndo-colagena, com
consequiente ruptura das fibras (SPURLOCK et al.,
1989; FOLAND et al., 1992). Tal processo resulta em
hemorragias, formacdo de hematomas, inflamacéo,
acimulo de fluidos, quimiotaxia de neutrofilos e
linfécitos e deposicdo de fibrina para o local lesionado
(ALVES, 1998). MARR et al. (1993) relataram que a
anecogenicidade foi resultante principalmente de
hemorragia intratendinea, separagéo de fibras e edema.

As imagens ultra-sonograficas de G1 na
primeira semana apresentaram lesdes com menor
ecogenicidade, percentual de area lesada e menor
severidade em comparagdo com 0 G2 no mesmo periodo
(Tabelas 1, 2 e 3). O G2 apresentou escore médio de
severidade de lesdo maior nas duas primeiras semanas.

Uma lesdo recente do TFDS deve
apresentar-se como &rea anecoica ou hipoecoica,
podendo ser difusa ou localizada. G1 apresentou lesdes
difusas nos primeiros sete dias de experimento, e G2,
lesbes localizadas, explicadas pela diferente dose de
colagenase administrada. As lesdes localizadas
receberam maior escore de ecogenicidade e
porcentagem de lesdo por possuirem melhor
delimitacgdo, resultando em maior severidade de lesdo.
MACHADO et al. (2000); ALVES et al. (2002);
MARXEN et al. (2004) e BARREIRA (2005) relataram
que lesdes induzidas com diferentes doses de
colagenase (1,25mg, 2,5mg) apresentam padronizacéo
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Tabela 1 - Médias dos escores do aumento de volume e grau de claudicagdo e valores do desvio padréo e dos TFDS dos membros toracicos
de seis equinos do grupo G1 (1,25mg de colagenase) e seis eqtiinos do grupo G2 (2,50mg de colagenase) nos momentos apés a
aplicacéo de colagenase intratendinea para a inducéo experimental de tendinite

Aumento de volume*

Grau de claudicagdo**

d7 di4 d21 dz28
Gl 5+0 2+0,64 3+045 21+05
G2 3+05 2+0,5 1+09 1+0

d7 di4 d21 dz28
Gl 26+05 16+04 3+09 15+05
G2 2+0,6 1+07 0,16+0,4 0

D7 — 7 dia ap6s a aplicacéo de colagenase;

D14 -14° dia apds a aplicagdo de colagenase;

D21 - 21° dia ap6s a aplicacdo de colagenase;

D28 - 28° dia ap6s a aplicacdo de colagenase.

*Aumento de volume classificado em escore de 0 a 5:

0 = sem aumento de volume;

1 = discreto aumento de volume;

2 = aumento de volume evidente;

3 = moderado aumento de volume;

4 = severo aumento de volume;

5 = aumento de volume grave

**Graus de claudicagdo segundo STASHAK (2002):

| = claudicagdo ndo observada a passo, mas reconhecivel ao trote;
11 = claudicacéo notada ao passo e evidente ao trote;

111 = claudicag&o evidente ao passo € ao trote;

1V = claudicagdo que quase ndo suporta peso algum no membro;
V = impoténcia funcional do membro ou decubito.

desde o sétimo dia até o vigésimo dia ap6s a aplicagdo
daenzima.

Houve diferenga significativa para
ecogenicidade nas quatro semanas de avaliacdo
(P<0,05). Na primeira semana, G1 apresentou
ecogenicidade 38,5% menor do que G2. Na segunda
semana, ndo houve diferenca significativa entre G1 e
G2. Para a terceira e a quarta semana, G1 apresentou
maior ecogenicidade do que G2 (27% e 44,1%,
respectivamente). Os resultados demonstrados por G2
correlacionam-se com os resultados apresentados na
literatura consultada, os quais indicam que a

colagenase tem maior acdo até os 20 primeiros dias, € a
remissdo dos sinais clinicos da fase aguda acontece a
partir deste periodo, o G1, ao contrario de G2,
apresentou lesdes progressivas (Tabela 2).
Observa-se que G1 apresentou um
percentual de area lesada menor que G2 nas duas
primeiras semanas do experimento (Tabela 3). O G2
apresentou lesdes com percentual de &rea lesada
semelhantes durante as quatro semanas. A dose de
1,25mg provocou 19,2% de lesdo a menos que a dose
de 2,5mg, independente da semana (P<0,01). Houve
diferenca significativa entre G1 e G2 (P<0,01) no

Tabela 2 - Médias dos escores da ecogenicidade das lesdes* e valores do desvio padrdo e dos TFDS dos membros toracicos de seis eqiiinos
do grupo G1 (1,25mg de colagenase) e seis equinos do grupo G2 (2,50mg de colagenase) nos momentos apds a aplicacéo de
colagenase intratendinea para a indugdo experimental de tendinite.

d7 d21 dz28
Gl 2,0+0,70 Bb 2,7+0,4 Aba 3,1+04 Aa 28+05a
G2 33+05AA 2,8+0,3 Aba 2,3+0,3BCb 16+02Cb

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey em

nivel de 5% de probabilidade.

D7 — 7° dia ap0s a aplicagdo de colagenase;
D14 -14° dia ap6s a aplicacéo de colagenase;
D21 - 21° dia apés a aplicagio de colagenase;
D28 - 28° dia ap6s a aplicagdo de colagenase.
*Escores da ecogenicidade da lesé&o:

0 = ecdico; 1 = predominio ecdico;

2 =50% ecoico e 50% anecoico;

3 = predominio anec6ico;

4 =totalmente anecdico.

CiénciaRural, v.39, n.4, jul, 2009.
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Tabela 3 - Médias dos percentuais de é&rea lesada* e valores do desvio padrdo e dos TFDS dos membros tor4cicos de seis eqiinos do grupo
G1 (1,25mg de colagenase) e seis eqtiinos do grupo G2 (2,50mg de colagenase) nos momentos ap6s a aplicagdo de colagenase

intratendinea para a inducéo experimental de tendinite.

a7 dz1 dz28
Gl 11,42 £2,24Bb 13,25 +£2,58 Bb 29,08 £6,70 Aa 34,17 £7,70 Aa
G2 27,92 £ 7,58 Aba 32,25+ 3,65 Aa 28,25+2,71 Aa 20,33+3,76 Bb

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey em

nivel de 5% de probabilidade

D7 — 7° dia apds a aplicagdo de colagenase;
D14 -14° dia ap6s a aplicacéo de colagenase;
D21 - 21° dia apds a aplicagdo de colagenase;
D28 - 28° dia apds a aplicagdo de colagenase.

*Percentual de &rea lesada = (&rea da leséo/area total do tend&o) x 100.

decorrer do experimento. Para G1, houve menor
porcentagem de area lesada na primeira e na segunda
semana em comparacdo ao G2. Além disso, G2
apresentou 59,1% a mais de area lesada nas duas
primeiras semanas em relacdo a G1. Na terceira semana,
ndo houve diferenca significativa entre as doses e na
quarta semana a porcentagem de area lesada foi 40,5%
maior quando foi utilizada a dose de 1,25mg.

O G1 manteve lesdes difusas e progressivas
até a terceira semana de experimento, o que ndo torna
préatico o acompanhamento ultra-sonografico para o
emprego de estudos de cicatrizagdo tendinea. O G2,
por sua vez, apresentou lesdes com rapido decréscimo
de ecogenicidade e um quase constante percentual de
area lesada, possibilitando melhor correlagdo com os
aspectos clinicos e experimentais. (ALVES etal., 2002;
MARXEN etal., 2004; BARREIRA, 2005). Inferimos
que a resposta alterada de G1 em relacdo ao
desenvolvimento das lesdes tendineas e a G2 se deve
a maior mobilidade dos animais desse grupo;
decorrente de menor lesdo inicial e da menor dose
aplicada, resultando em lesdes ainda severas ao final
do experimento.

A severidade da lesdo na primeira semana
foi significativamente diferente ao serem comparadas
as duas doses. O G1 apresentou lesGes menos severas
que G2 para a primeira e a segunda semana. Na terceira
e na quarta semana, G1 apresentou lesfes mais severas
que G2 (Tabela 4).

Naterceira semana, G1 apresentou remisséo
da resposta inflamatéria local, porém evolucao
progressiva das lesdes nas imagens ultra-sonogréficas,
resultando em percentual de reducdo da lesdo igual a
zero para todas as semanas. O G2 apresentou uma
média do percentual de reducdo dos membros toracicos
de 13,90% na terceira semana e de 28,60% na quarta
semana, demonstrando diferenga em relagdo ao G1.
MARXEN et al. (2004) relataram que os animais
apresentaram maior severidade de leséo entre o sétimo
e 0 vigésimo terceiro dia apds indugdo. A partir da
segunda semana apds a injecdo de colagenase as
lesBes tendem a reduzir de gravidade e apresentar areas
cicatriciais com fibras coldgenas pouco organizadas e
espessamento de bainha tendinea. Esses dados foram
compativeis com G2, e 0 G1 apresentou lesdes extensas,
anecoicas ou hipoecoicas até o final do experimento
(MACHADO et al., 2000; ALVES et al., 2002;
BARREIRA, 2005).

Tabela 4 - Médias dos escores dos graus de severidade das lesdes™ e valores do desvio padrdo e dos TFDS dos membros toracicos de seis
equinos do grupo G1 (1,25mg de colagenase) e seis equinos do grupo G2 (2,50mg de colagenase) nos momentos ap6s a aplicagéo
de colagenase intratendinea para a indugdo experimental de tendinite.

d7 d21 dz28
Gl 3,10+1,14Bb 4,30+0,71Bb 6,10 £1,09 Aa 6,60 £0,95 Aa
G2 6,50 + 1,24 Aa 5,90 + 0,50 Aba 4,50 + 0,56 Bb 2,80+0,52 Cb

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey em

nivel de 5% de probabilidade

D7 — 7° dia apds a aplicagdo de colagenase;
D14 -14° dia ap6s a aplicacéo de colagenase;
D21 - 21° dia ap6s a aplicagdo de colagenase;
D28 - 28° dia ap6s a aplicagdo de colagenase.

*Grau de severidade da lesdo: expresso pela relagdo entre a ecogenicidade e o percentual de area da lesdo, em escala de 0 a 10.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a ultra-sonografia
apresentou vantagens por ser um método ndo-invasivo
de estudo e possibilitar uma avalia¢do estrutural mais
precisa, complementando o exame fisico. Para o estudo
de tratamentos e lesdes do TFDS, o protocolo de 2,5mg
de colagenase (G2) é o mais adequado para inducéo de
tendinite, j& que o G2 apresentou resultados mais
condizentes comparados aos casos clinicos.
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