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ABSTRACT

Background: Tendon injuries are common in horses and are commonly associated with lameness and athletic career disruption.
Adhesions formed between the tendons and the surrounding tissues compromise the sliding and movement of the structures,
compromising their functionality. Therefore, the control of adhesion formation is critical to restore the structural integrity of the
tendon, as well as its biomechanical function. The aim of this study was to evaluate the behavior of the biosynthetic cellulose
membrane implanted in foals with surgically induced tendinitis of the superficial digital flexor.

Materials, Methods & Results: Six healthy foals were used, which underwent tendinitis induction in the superficial digital flexor
of the right and left forelimbs. The lesions was induced by local ischemia by crushing the tendon with hemostatic forceps. The
biosynthetic cellulose membrane was implanted only in the right forelimb, involving the superficial digital flexor tendon in the
region of the ischemia and the left forelimb was used as control. After surgery, both forelimb were immobilized with synthetic
plaster cast for 15 days. Ultrasonography was performed in six foals immediately before (MO0), at 15° (M1) at and 30° (M2) day,
and three were evaluate at 45° (M3) and 60° (M4) day after surgery. Incisional biopsies were performed in three animals on the
30° day and in three animals on the 60° day after surgery. Histopathological examination involved the analysis of tissue disorga-
nization, presence and type of inflammatory infiltrate and neovascularization, according to the score of 0 to 3. Ultrasonography
allowed visualization of the membrane, which was characterized as a continuous hyperechoic line at the edges of the tendon at
15 days (M1). In addition, at 30 and 45 days after surgery, interruption of the hyperechoic line and reduction of echogenicity
were observed, and no echogenic lines were observed at 60 days after surgery. During the biopsies, the fragments obtained from
the treated limb were presented with easily detachable layers and separate layers of tissue during histological cutting and the
slides preparations. There was no significant difference in relation to the histopathological scores between the treated and control
member. The inflammatory infiltrate was predominantly of mononuclear cells and fibroblasts, with identification of giant cell
in a foal at 30 days. Neovascularization was observed in all limbs, treated and controls at 30 days and in two treated limbs and
three control at 60 days. It was possible to identify the synthetic cellulose membrane by histopathology in only two limbs treated
at 30 days and in no limb at 60 days.

Discussion: The degree of tendonitis induced in the present study was considered mild according to ultrasonographic analysis
at 15 days after surgery. This fact limited the evaluation of the biosynthetic cellulose membrane in the prevention of adhesions,
since they were not observed in both groups. However, the ability of the membrane to minimize adhesion formation can be
suggest by the macroscopically observed individualization of the tissue layers during histological sections and slides prepara-
tion. Ultrasonographic analysis allowed the visualization of the membrane, as well as its positioning and the absorption process.
Therefore, ultrasonography can be used in post-implantation monitoring of the membrane. The comparison of the histopatho-
logical scores demonstrates the biocompatibility of the biosynthetic cellulose membrane when implanted in foals submitted to
surgically induced tendinitis, since there was no difference when compared to treated and control limbs. Therefore, it can be
used safely in the treatment of tendon injuries in horses.
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INTRODUCAO

As lesdes tendineas resultam em altera¢des per-
manentes na composi¢do molecular da estrutura afetada,
resultando em modifica¢des estruturais e biomecanicas
[1]. Aderéncias fibrosas sdo comumente formadas entre
o tenddo e os tecidos circunjacentes durante o processo
cicatricial, o que acarreta em reducao no deslizamento
e movimentagdo das estruturas, comprometendo sua
funcionalidade. Dessa forma, o controle da formagdo
de cicatriz excessiva € essencial para restaurar a inte-
gridade estrutural do tenddo lesado, especialmente apds
a cirurgia no reparo de laceracdes [13].

Técnicas de reparo que visam melhorar, manter
e restaurar a funcgdo dos tecidos lesados tém sido desen-
volvidas e utilizadas, incluindo o implante de biomate-
riais [3]. A membrana biossintética de celulose possui
caracteristicas necessdrias a reparagdo tecidual guiada,
por ser um material biocompativel, inerte e atdxico, além
de tratar-se de um produto nacional desenvolvido a baixo
custo [5]. Diversas pesquisas t€m sido realizadas para
avaliacdo da membrana em diferentes tecidos e espécies
animais [4,8,10,14,15], entretanto, nfo existem estudos
que avaliaram o comportamento da membrana biossinté-
tica de celulose como implante peritendineo em equinos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
comportamento da membrana biossintética de celulose
implantada em potros submetidos a tendinite cirurgi-
camente induzida no tenddo flexor digital superficial.

MATERIAIS E METODOS

Animais utilizados

Foram utilizados seis potros higidos, sem raga
definida, com idades entre um e cinco meses, € peso
corporal variando entre 65 e 135 kg. Inicialmente, to-
dos os animais foram submetidos ao exame fisico com
énfase no aparelho locomotor, o qual nao demonstrou
alteracoes. Para avaliacdo mais detalhada dos tenddes
flexores digitais, o exame ultrassonografico foi reali-
zado na regido palmar do metacarpo em todos os ani-
mais, evidenciando-se ecogenicidade normal e padrao
paralelo habitual das fibras, demonstrando higidez das
estruturas. Durante a realiza¢do do estudo, os potros
foram alojados em baias individuais e alimentados
com aveia amassada, feno de alfafa e dgua ad libitum.

Obtencdo e preparagcdo da membrana de celulose

A membrana biossintética de celulose foi ob-
tida junto ao Laboratério de Quimio/Biotecnologia de

Biomassa da Universidade Federal do Parana (UFPR).
O material foi cortado nas dimensoes de 4,0 x 4,0 cm,
acondicionado em frascos contendo 250 mL de cloreto
de s6dio a 0,9% e encaminhado para esterilizacéo em au-
toclave durante 30 minutos, sob temperatura de 127°C.

Procedimento cirtirgico

O procedimento cirdrgico para indugdo das
lesdes seguida de implantagdo da membrana de celu-
lose, foi realizado com os animais posicionados em
dectbito dorsal e mantidos sob o efeito de anestesia
geral inalatéria. Os membros tordcicos direito e es-
querdo foram preparados para cirurgia asséptica em
toda a circunferéncia da regido metacarpica. O acesso
cirdrgico ao tenddo flexor digital superficial (TFDS)
foi realizado na face palmarolateral do terco médio do
metacarpo por meio de incisdo de seis centimetros, no
plano sagital da pele e tecido subcutaneo. O paratendao
foi resseccionado para exposi¢ao dos tenddes flexores
digitais superficial e profundo, os quais foram sepa-
rados com auxilio de pincas hemostaticas. A lesdo foi
induzida por meio de escarificacdo da por¢cao palmar e
dorsal do terco médio do TFDS com auxilio de gazes
estéreis, seguida pela realizacdo de isquemia local,
de acordo com a modificacdo da técnica descrita por
Lobato [6]. Para tal, trés pin¢as hemostaticas de Crile
curvas, de doze centimetros, foram posicionadas trans-
versalmente ao TFDS, com um centimetro de distancia
entre elas, e mantidas no local sob mdxima pressao por
cinco minutos (Figura 1 A). Em seguida, a membrana
biossintética de celulose foi implantada somente no
membro torcico direito, envolvendo o TFDS na regido
da isquemia (Figura 1 B), sendo fixada na borda me-
dial do tenddo por dois pontos interrompidos simples
(proximal e distal) com fio de dcido poliglicélico 5-0
(Sertix®)!. O membro tordcico esquerdo ndo foi sub-
metido ao implante, sendo utilizado como controle. A
sintese da pele foi realizada com ndilon 0 (Ethicon®)?
em padrio interrompido simples.

Ap6s o procedimento cirtirgico, ambos 0s
membros tordcicos foram imobilizados com gesso
sintético (Scotchcast®)® desde a regido imediatamente
distal ao carpo até o casco. A imobiliza¢do foi mantida
por 15 dias e os animais foram confinados nas baias até
o final do estudo. Como medicagao pés-operatoéria foi
administrado sulfadiazina e trimetoprim (Borgal® - 20
mg/kg)*, durante cinco dias e meloxicam (Maxicam® -
0,1 mg/kg)’, por trés dias. Nao houve intercorréncias
no pré, trans e pds-operatorio dos animais.
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Avaliacdo ultrassonogrdfica

Exames ultrassonograficos foram realizados,
em diferentes momentos, com aparelho de ultrassom
(Sonix OP)® equipado com transdutor linear de 14
MHz. A pele foi previamente preparada por meio de
tricotomia e aplicacdo de gel especifico para garantir
o acoplamento actstico durante a realizacio do exa-
me. Todos os animais foram avaliados imediatamente
antes (M0), no 15° (M1) e no 30° (M2) dia apds o
procedimento e trés foram avaliados no 45° (M3) e
60° (M4) dia p6s cirurgia, uma vez que trés animais
foram submetidos a biopsias no M2. Imagens trans-
versais e longitudinais foram obtidas com 0s membros
apoiados ao solo, no terco médio da regido palmar do
metacarpo dos membros tordcicos direito e esquerdo,
para avaliacdo do implante.

Avaliacdo histopatologica

Para a avaliagc@o histopatoldgica foram rea-
lizadas bidpsias incisionais em trés animais no 30°
dia e em trés animais no 60° dia apds a cirurgia. O
procedimento foi realizado sob anestesia geral com a
utilizagcdo de bisturi, sendo coletados fragmentos em
forma de bisel na borda lateral da porcio central da
lesdo, incluindo pele, subcutaneo e TFDS. O material
foi imediatamente acomodado em papel e fixado em
solugdo de Davidson, sendo processado de acordo com
os métodos rotineiros do Laboratério de Patologia
Veterinaria da UFPR, Curitiba. Os fragmentos foram
incluidos em parafina, seguido pela obten¢ao dos cortes
histolégicos, os quais foram corados pelo método de
hematoxilina-eosina (HE) e avaliados em microscopia
Optica. A avaliacao histopatoldgica do comportamento
da membrana biossintética de celulose foi realizada
em todos os animais, bem como a comparagdo com 0
membro controle. Foram avaliadas a desorganizacao
tecidual, presenca e tipo de infiltrado inflamatdrio e a
neovascularizacdo. A graduacdo dos achados supracita-
dos foi realizada de acordo com o escore de 0 a 3, onde
0: ausente; 1: discreto; 2: moderado; 3: intenso [2].

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada de
maneira descritiva e aplicagcao do teste de Mann-Whit-
ney para comparagao entre os escores histopatolégicos
nos membros tratados e ndo tratados. As andlises foram
realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism
5.0, assumindo uma probabilidade de erro de 5%.

RESULTADOS

A andlise ultrassonogréfica realizada aos 15
dias (M1) apds o procedimento cirdrgico demonstrou
redugdo discreta na ecogenicidade do TFDS em ambos
os membros quando comparado ao MO. Alteragdes no
padrao longitudinal das fibras ndo foram identificadas.
Durante a avaliacdo (M1) foi observada uma linha
hiperecoica continua situada nas margens palmar e
dorsal do TFDS em trés membros tratados (Figura2 A
e B). Nos outros trés animais uma linha hiperecoica foi
identificada apenas na face dorsal do TFDS. No M2 e
M3 as linhas hiperecoicas foram observadas na mesma
regido descrita em M1, no entanto, apresentavam-se
interrompidas e com menor ecogenicidade em relacao
a primeira avaliacdo (Figura 3 C). Na dltima avaliacdo
(M4) as linhas ecogénicas nao foram identificadas.
Linhas hiperecoicas ndo foram observadas por meio
da avaliagdo ultrassonogréfica nas margens do TFDS
do membro controle em todas as avaliacdes.

Durante a realizacao das bidpsias foi observa-
do macroscopicamente que os fragmentos obtidos do
membro tratado apresentavam camadas teciduais de
pele, subcutaneo e tendao facilmente destacaveis. Esta
caracteristica também foi observada no momento da
confeccdo das laminas histolégicas, durante o corte dos
fragmentos, os quais apresentavam-se dispersos e com
as camadas de tecido separadas. Ao contrario, nos es-
pécimes obtidos do membro controle, nao foi possivel
identificar visualmente as diferentes camadas teciduais
e durante a realizacdo dos cortes apresentavam-se
unidas de maneira uniforme.

Nao houve diferenca significativa (P > 0,05)
com relacdo a comparagdo dos escores histopatold-
gicos entre membro tratado e controle, incluindo a
desorganizacio tecidual, presenca e tipo de infiltrado
inflamatério e neovascularizacdo (Tabela 1). A avalia-
cdo relacionada a desorganizacao tecidual demonstrou,
no 30° dia apds a cirurgia, alteracdo discreta em um
membro controle e auséncia de alteragdo nos membros
tratados. Aos 60 dias apds a cirurgia foi observada
alterac@o no padrio de conformacio celular em dois
membros tratados € em um membro controle.

Foi observada presenca de infiltrado inflama-
torio discreto em dois membros aos 30 dias, sendo um
tratado e um controle. Aos 60 dias, infiltrado inflama-
torio moderado foi identificado em apenas um membro
tratado (Tabela 1). O infiltrado era predominantemente
composto por células mononucleares, principalmente



J. Schade, M.E.G.N. Oliveira, R.S. Souza, et al. 2019. Comportamento da membrana biossintética de celulose como implante

peritendineo em potros.

Acta Scientiae Veterinariae. 47: 1644.

macroéfagos e linfdcitos, além de fibroblastos, com
identificacdo de célula gigante em um potro do grupo
tratado aos 30 dias. Tecido de granulacdo em inicio
de formacdo foi identificado em um membro tratado.

Neovascularizagdo foi observada em todos os
membros (Figura 3), tratados e controles, aos 30 dias,
e em dois membros tratados e trés controles aos 60
dias (Tabela 1). Foi possivel identificar a membrana
biossintética de celulose por meio da histopatologia
em apenas dois membros tratados aos 30 dias (Figura
4) e em nenhum membro aos 60 dias.

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que avaliou por meio
da ultrassonografia e histopatologia, o comportamento
in vivo da membrana biossintética de celulose em po-
tros submetidos a tendinite induzida cirurgicamente. O
modelo para induc¢ao das lesdes foi delineado segundo
a modificacdo da técnica descrita por Lobato [6], o
qual utilizou o método de isquemia por esmagamento
do tenddo flexor digital profundo do terceiro dedo
em coelhos. Este modelo é baseado na teoria de que,
ao sofrer um processo de isquemia, o tenddo tenda
a formar aderéncias exuberantes ao buscar nutricdo
a partir de um leito com maior vascularizagdo [6].
No entanto, o grau de tendinite induzida no presente
estudo foi considerado leve, de acordo com a andlise
ultrassonogréfica realizada aos 15 dias ap6s a cirurgia,
o que limitou a avaliagdo da membrana biossintética
de celulose na prevenc¢ao da formacao de aderéncias.

Acreditava-se que a imobilizacdo dos membros
dos potros apds o procedimento cirdrgico contribuiria
para a formacdo de aderéncias, devido a reducdo da
mobilidade. No entanto, aderéncias ndo ocorreram
em ambos os grupos. Em estudo prévio utilizando
coelhos submetidos a implantagdo de membrana de

4cido poliglicélico pés lesdo induzida do tenddo de
Aquiles, a imobilizacio pds-operatdria do membro ndo
influenciou na formacao de aderéncias, bem como no
processo de degradacdo do implante [11]. Entretanto,
tem-se sugerido que o estresse mecanico provoca a
estruturacdo das fibras de coldgeno, reduzindo a for-
macao de aderéncias e aumentando a forga ténsil do
tenddo devido a predominéncia da atividade intrinseca
da cicatrizagado [7]. Portanto, a imobilizacdo durante
os 15 primeiros dias objetivou minimizar influéncia
externa, resultando em alteracdes cicatriciais ineren-
tes a membrana biossintética de celulose e a resposta
inflamatéria de cada individuo.

A anédlise ultrassonografica permitiu a
visualizacdo da membrana de celulose como uma
linha hiperecoica nas bordas dorsal e palmar do ten-
dao flexor digital superficial em apenas trés potros
tratados no M1. Nos outros trés animais a membrana
foi identificada somente na borda dorsal do tendao,
indicando o deslocamento do implante a partir da borda
palmar. Dessa forma, pode-se concluir que o método
de fixacdo nao foi suficiente para manter o implante
no local desejado. Possivelmente, a migragdo do im-
plante para a face dorsal do TFDS ocorreu devido ao
acumulo de exsudato inflamatdrio e a pressao gerada
entre o implante e o tenddo. Como consequéncia, a
possivel ruptura da membrana nos locais dos pontos
de ancoragem permitiu que a membrana se deslocasse
da sua posicao inicial.

Foi possivel avaliar o processo de absor¢do da
membrana de celulose por meio da ultrassonografia, o
qual foi caracterizado por dreas de interrupgdo da linha
hiperecoica, bem como a reducdo da ecogenicidade aos
30 e 45 dias ap6s a cirurgia. A auséncia de identifica-
¢do de linhas hiperecoicas foi observada aos 60 dias
apos a cirurgia, indicando completa absor¢do do im-

Tabela 1. Escores histopatolégicos de desorganizagao tecidual, infiltrado inflamatério e neovascularizag@o em seis potros submetidos
a tendinite induzida tratados com membrana biossintética de celulose (tratado, n = 3) e néo tratados (controle, n = 3) aos 30 e 60 (M4).

Momento Animal Desorg. Tecidual Infiltrado Inflamatério Neovascularizagio
Tratado Controle Tratado Controle Tratado Controle
1 0 0 0 1 2 1
30 dias 2 0 1 0 0 1 3
3 0 0 1 0 2 1
4 3 0 0 0 1 2
60 dias 5 0 0 2 0 3 2
6 1 2 0 0 0 2

Escores: 0 = ausente; 1 = discreto; 2 = moderado; 3 = intenso.
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Figura 1. A- Técnica para inducio de tendinite por meio da isquemia local utilizando trés pincas hemostéticas de Crile curva para o esmagamento do
tendao flexor digital superficial. B- Membrana biossintética de celulose sendo posicionada ao redor do tenddo flexor digital superficial em um animal
do grupo tratado.

Figura 2. Imagens ultrassonograficas transversal (A) e longitudinal (B) demonstrando linhas hiperecoicas (setas) nas margens dorsal e palmar do tendao
flexor digital superficial obtidas aos 15 dias (M1) apds implanta¢do da membrana de celulose em um animal do grupo tratado. C- Imagem ultrassonogréfica
obtida aos 30 dias (M2), demonstrando redu¢@o da ecogenicidade e interrupcao das linhas hiperecoicas (setas) em relagdo ao M1.

5




J. Schade, M.E.G.N. Oliveira, R.S. Souza, et al. 2019. Comportamento da membrana biossintética de celulose como implante
peritendineo em potros. Acta Scientiae Veterinariae. 47: 1644.

Figura 3. Imagem do corte histolégico de um potro do grupo tratado aos 60 dias (M4), demonstrando intensa neovasculariza¢do.

Figura 4. A- Imagem histolégica de um potro do grupo tratado aos 30 dias (M2), na qual pode ser visualizada a membrana biossintética de celulose
(seta). B- Implante sendo absorvido (seta). Tendao flexor digital superficial (*) [HE, 10 x].

6
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plante, como confirmado pela andlise histopatolégica.
Portanto, a ultrassonografia pode ser utilizada para a
monitoragdo pés implantagdo da membrana de celulose,
visto que permite identificar a presencga e a posi¢ao do
implante, bem como avaliar o processo de absorcao.

A andlise histopatoldgica permitiu a visua-
lizacdo de fragmentos da membrana em dois potros
aos 30 dias ap6s o procedimento cirtirgico (M2) e em
nenhum potro ap6ds 60 dias (M4), indicando completa
degradacdo do implante nesse periodo. Em estudo
utilizando membrana de 4cido poliglicélico em coe-
lhos, houve evidéncia histoldgica de absor¢do quase
completa 24 semanas apds implantacao [11], periodo
maior quando comparado a membrana de celulose no
presente estudo. Em estudo realizado em ratos submeti-
dos a implantacdo da membrana de celulose no figado,
particulas refringentes de celulose foram observadas
no citoplasma das células gigantes, sugerindo que a
absorcdo in vivo ocorreu por meio da fagocitose [9].
No presente estudo foram observadas células gigantes
em apenas um animal aos 60 dias, as quais ndo apresen-
tavam particulas de celulose no citoplasma. O nimero
reduzido de células gigantes pode estar relacionado ao
periodo da realizacdo das bidpsias, com o término da
fase inflamatdria aguda encaminhando-se para a fase
de remodelamento da cicatrizacao [11].

Nao houve diferenga na quantidade de exsu-
dato inflamatério quando comparados membro tratado
e controle. O infiltrado inflamatdrio era composto por
células mononucleares, principalmente mondcitos e
linfécitos, visualizadas em sua maioria, proximas a
pele, no subcutineo e ao redor do implante. Resultado
semelhante foi observado com a implantagdo da mem-
brana bioabsorvivel de acido poliglicélico ao redor
do tendao de Achilles em ratos [11]. O predominio
de células mononucleares demonstra que a técnica
cirdrgica foi realizada de maneira asséptica, uma vez
que as caracteristicas encontradas ndo evidenciaram
contaminacado e infec¢do dos tecidos.

A comparacdo dos escores histopatoldgicos
demonstra a biocompatibilidade da membrana bios-
sintética de celulose quando implantada em potros
submetidos a tendinite induzida cirurgicamente, visto
que ndo houve diferenca quando comparados membro
tratado e controle. De maneira semelhante, em estudo
utilizando a membrana de celulose peritendidea em
ratos, reacdo inflamatdria associada a irritagdo pela
membrana nio foi observada [13]. Além disso, quando

utilizada em lesdes da cornea em cdes, a membrana de
celulose ndo promoveu reacdo inflamatdria ou irritativa
quando avaliada clinicamente [12]. Alguns materiais
sintéticos podem falhar como implantes, visto que
podem estimular resposta inflamatéria severa ou a
formacg@o de aderéncias. Adicionalmente, o implante
pode falhar em permitir a proliferaciao de novos vasos
e a difusdo de nutrientes para o tenddo, resultando em
necrose [13], fato ndo observado com a utiliza¢do da
membrana de celulose no presente estudo.

A capacidade da mambrana biossintética de
celulose em minimizar a formacdo de aderéncias pode
ser sugerida pela individualizacdo das camadas teci-
duais observada macroscopicamente durante a realiza-
cdo das bidpsias, cortes histologicos e confeccio das
laminas [10]. No entanto, a avaliagdo miscroscopica
ndo permitiu a confirmagdo deste achado, visto que
aderéncias ndo foram evidenciadas no grupo tratado
nem no grupo controle. Portanto, mais estudos sao
necessarios para avaliar a eficicia da membrana bios-
sintética de celulose na prevengdo de aderéncias em
casos de tendinites e rupturas tendineas em equinos.

CONCLUSAO

Conclui-se que a membrana biossintética de
celulose foi biocompativel nos potros deste estudo,
0 que sugere que a membrana possa ser utilizada
com seguranga no tratamento de lesdes tendineas em
equinos. A ultrassonografia pode ser utilizada para
monitorar a localizacdo e absor¢io do implante durante
o periodo de cicatrizagdo. No entanto, mais estudos
sd0 necessdrios para avaliar a eficicia da membrana
biossintética de celulose na prevencdo de aderéncias
peritendineas em equinos.
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