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RESUMO

Este estudo teve como objetivos avaliar os sinais clinicos da Desmopatia Degenerativa do
Suspensoério da Articulagcdo Metatarso Falangiana (DDSAMF) de redugdo do angulo da articulagao
metatarso falangiana (AMF), bem como o acimulo de proteoglicanos (PG) nos ligamentos
suspensoério (LS) e nucal (LN) de animais suspeitos da afec¢do. Foram mensurados os angulos das
AMF de 108 animais, (64 machos e 44 fémeas), da raca Brasileiro de Hipismo e mesticos da raca,
provenientes da Policia Militar de Minas Gerais (PMMG). Estes foram separados em trés grupos,
segundo a idade, ndo apresentando diferenca entre os grupos, quando considerados os valores
angulares médios da AMF. Somente trés animais (um do grupo entre 8 e 12 anos e dois do grupo >
13 anos) se destacaram dos demais, apresentando angulos das AMF inferiores a 146°. Essa reduzida
taxa de prevaléncia pode ser explicada pela acurada selecio dos animais para a reproducdo.
Adicionalmente avaliou-se a presenca de actimulos de PG em amostras de LS (n=28) de mesti¢os
da raga Mangalarga Marchador provenientes de abatedouro. Embora ndo fosse observada diferenca
significativa entre as faixas etdrias, os acimulos de PG predominaram nas amostras provenientes de
animais do grupo > 13 anos, demonstrando discreto aumento de actimulos de PG com o avango da
idade. Igualmente, nos LN (n=15), provenientes de animais da PMMG, considerados suspeitos de
serem portadores de DDSAMF, que foram divididos em duas faixas etdrias, demonstraram
predominio de actimulo de PG no grupo > 15 anos, com igualdade estatistica para o grupo < 14
anos. Houve correlagdo positiva entre a presenca de PG em amostras de LN e sinal clinico de
reduc@o do angulo dorsal da AMF, comprovando a natureza sisttmica da DDSAMF. O exame
histolégico dos ligamentos LS e LN pode ser considerado um método de diagndstico complementar
da DDSAMF.

Palavras chave: eqiiinos, desmite, ligamento suspensorio, proteoglicanos

ABSTRACT

This study aims to evaluate the clinical signs and the histological findings compatible with the
Degenerative Suspensory Ligament Desmopaty (DSLD), as reduction of the angles of
metatarsophalangeal joints (MPJ) and the presence of proteoglycan accumulation in suspensory
(SL) and nucal (NL) ligament of suspected animals. 108 animals (64 males and 44 females), mixed-
breed and pure Brasileiro de Hipismo, from the Military Police of Minas Gerais (MPMG), had their
MPJ angles measured. They were separated in tree groups, according to their age, that didn’t show
significant differences between their averages of MPJ angle values. Only tree animals (one from the
8 to twelve years and two from the > 13 years), detached from the rest, presented MPJ angles lower
than 146°. Such a reduced prevalence tax may be explained by the accurate selection of animals
destined to reproduction. In addition, the presence of proteoglycans (PG) accumulation was
evaluated in samples of suspensory ligaments (SL) (n=28) from animals of abattoir, considered
suspicious, all mixed-breed Mangalarga Marchador. Although there were observed no significant
difference between the groups, PG accumulation was predominant in the samples of SL, derived
from animals of the > 13 years group, demonstrating a relation between the presence of PG
accumulation and advancing of age. In the same way, the NL (n=15) from the animals owned by
MPMG, considered suspicious of DSLD, that were divided in two groups by age, didn’t present a
difference among the groups, beside the predominance in the group with more than 15 years. There
was positive correlation between the PG presence in NL samples and the clinical signs of dorsal
MPA angle reduction, proving the systemic nature of DSLD, as observed by Halper et al. (2006).
The histological exam of the suspensory and the nuchal ligaments can be considered a
complementary method of DSLD diagnosis.

Keywords: equine, desmitis, suspensory ligament, proteoglycans
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1.INTRODUCAO

O documentirio histérico sobre ragas
nacionais de eqiiideos € relativamente recente
e ocorreu como  conseqiiéncia  da
intensificacdo da criagdo nos ultimos 50 anos.
As atividades eqiiestres no Brasil vém
crescendo expressivamente e motivando o
aperfeicoamento de racas, ainda em formacao.
No entanto, as pesquisas nesta drea ocorrem
de forma lenta e descontinua (Lage, 2001), o
que propicia a falta de pardmetros de
avaliacdes morfométricas nas  ragas
emergentes.

De acordo com uma pesquisa, realizada na
Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ) em 2006, o Brasil possuia
5,9 milhdes de eqiiinos. Desses, cinco milhdes
sdo utilizados para trabalho em propriedades
rurais € 900 mil, com maior valor agregado,
sdo registrados em associagdes de criadores
das diversas racas. Na regido sudeste
encontra-se  26,6% do rebanho eqiiino
brasileiro, com destaque especial para o estado
de Minas Gerais, que possui o maior plantel
eqiiino do pafs (Prates, 2007).

Eqiiinos da raca Brasileiro de Hipismo (BH)
sdo resultantes de cruzamentos utilizando
garanhdes com aptiddo reconhecida para
esportes hipicos, denominados animais de
racas formadoras, como o PSI, Hanoverano,
Westfalen, Holsteiner, Trakehner, animais
base sem genealogia conhecida e a propria BH
(Dias et al., 2000). As éguas utilizadas sdo
nacionais com ou sem genealogia conhecida,
mas com caracteristicas funcionais e
morfolégicas necessdrias para esportes hipicos
(ABCCH, 1998). Atualmente, os eqiiinos
dessa raga fazem parte da "World Breeding for
Sport Horses", entidade internacional que
redine as associagdes de racas de cavalos
utilizados para a pratica de esportes hipicos
em todo mundo. Apesar disso, estudos
sistemadticos necessdrios sobre a raga ainda
nao foram realizados, de modo a tornar
conhecidas sua formagdo, evolucdo e
caracterizagao (Dias et al, 2000),
considerando que as avaliacdes

morfozootécnicas sdo relevantes por estarem
relacionadas a funcionalidade e pardmetros
biomecanicos. Principalmente por suas
caracteristicas fenotipicas e comportamentais,
garanhdes da raca Brasileiro de Hipismo tém
sido utilizados como reprodutores na produgéo
de animais para cavalarias militares no Brasil.
As avaliagdes de aprumos t€m a finalidade de
distinguir a postura zootecnicamente desejavel
de defeitos que reduzem ou impossibilitam o
desempenho funcional, conforme sua aptidao
(Lage, 2001). Afeccdes dos tecidos moles
podem levar o animal a assumir posturas anti-
lgicas, resultando em alteracdes angulares,
principalmente na regido distal dos membros,
o que afeta a funcionalidade.

Animais acometidos de  desmopatia
degenerativa do suspensério da articulagdo
metatarsofalangiana ~ (DDSAMF), podem
desenvolver sinais clinicos, como aumento de
volume do ligamento suspensorio (LS),
claudicacio e redugdo do 4angulo da
articulacdo metatarsofalangiana (AMF). No
entanto, a avaliagdo da redugdo do angulo da
AMF ¢ subjetiva, demonstrando a necessidade
do estabelecimento de parametros normais de
um plantel, para entdo serem avaliadas a
existéncia e prevaléncia de animais suspeitos
de DDSAMF.

A DDSAMF ¢ considerada como afecgdo
hereditdria em animais da raca Paso Peruano
(Mero e Scarlett, 2005), condicao resultante de
cruzamentos endogamicos (Cook e Kirk,
1991) e selecdo artificial, que sdo
procedimentos utilizados para formar uma
raca. A falta de informagdes e os sinais
clinicos semelhantes a outras afecgdes
resultam em confusdo e inseguranga para a
realizagdo de seu diagndstico. Embora ocorra
a constatagdo de acimulos de proteoglicanos
(PG) na matriz extracelular (MEC) de
amostras teciduais de animais acometidos
(Halper et al., 2006), hd necessidade do
desenvolvimento de técnicas para a realizagdo
do diagnéstico da DDSAMF em animais
vivos.
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Apesar da presenca dos sinais clinicos da
DDSAMF em animais de ragas nacionais,
como Brasileiro de Hipismo, Mangalarga
Marchador, e mesticos, entre outras, nfo
foram encontrados dados de sua prevaléncia
na literatura consultada.

Portanto, o presente trabalho visou:

* Determinar a prevaléncia de animais
suspeitos de DDSAMF, que apresentam
reducdo do angulo dorsal da AMF, no
plantel de eqiiinos da Policia Militar de
Minas Gerais (PMMG) em relacdo a idade
(Estudo I)

* Estudar particularidades referentes aos
PGs na matriz extracelular do ligamento
suspensério (LS) de animais suspeitos de
DDSAMEF (Estudo II)

* Estudar as possiveis alteracdes da MEC
do ligamento da nuca (LN) de animais
suspeitos de DDSAMEF (Estudo III).

2. REVISAO DE LITERATURA

Os ligamentos possuem  caracteristicas
morfolégicas, funcionais e mecanismos de
lesio semelhantes em humanos e eqiiinos
(Halper et al, 2006), o que justifica a
realizacdo de estudos na 4rea. Apesar dos
avangos para o diagndstico e opgdes de
tratamento das afec¢des do sistema locomotor
de eqiiinos, a incidéncia de lesdes
ligamentares continua elevada (Dahlgren,
2007). As afeccdes do ligamento suspensorio
(LS), em particular, acarretam prejuizos
econdmicos € de bem-estar animal, além de
impossibilitar o desempenho atlético dos
eqiiinos acometidos (Schwarzbach et al.,
2008).

Os ligamentos sdo submetidos a forcas

significativas, estando o animal em estagdo ou
em movimento (Birch et al, 1998). Sio
responsdveis pela estabilizacdo de o0ssos
adjacentes (Dahlgren, 2007; Smith, 2003),
sustentacdo da carga e manutengdo da fungéo
das articulacdes metacarpo/tarso-falangianas
(Smith, 2003). O arranjo estrutural dos
ligamentos permite a ocorréncia de
deformacgdo, quando submetidos a forcas de
tensdo de grandeza elevada (Dahlgren, 2007).

O LS equivale ao musculo interésseo médio
nos animais polidictilos e € um importante
componente do aparelho suspensério (AS) das
articulagbes ~ metacarpo e  metatarso
falangianas (Sisson e Grossman, 1986). O
conjunto de estruturas do AS funciona de
modo reciproco e qualquer lesdo em um dos
integrantes gera risco de iniciar um ciclo
etiopatogénico que atinge 0s  outros
componentes (Schwarzbach et al., 2008).

O LS tem origem na face proximal palmar ou
plantar do osso metacarpo/metatarso III
(Denoix, 1994) e estende-se no sulco
metacarpico/metatdrsico (Sisson e Grossman,
1986), dorsalmente ao ligamento frenador
infracarpal e entre 0s 08808
metacarpiano/tarsiano I e
metacarpiano/tarsiano IV (Denoix, 1994).

No tergo distal do osso metacarpiano/tarsiano
II, o LS divide-se em dois ramos, que se
inserem nas faces abaxiais dos 0ssos
sesaméides  proximais e  ligamentos
sesamoideanos colaterais. Apds o que seguem
dorsalmente para unirem-se ao tenddo do
musculo extensor digital longo (Wilson et al.,
1991), como ilustrado na FIG. 1. O LS pode
ser dividido em trés regides, proximal, corpo e
ramos (Dyson et al., 1995).
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FIGURA 1. Pecas anatémicas dissecadas, ap6s a retirada de pele, tenddes flexores superficial e profundo e cépsulas
articulares. Ligamento suspensdrio perfaz o trajeto ao longo dos ossos metatarsianos, até sua insercio nos 0ssos
sesamoides e ligamentos colaterais, para em seguida unir-se ao tendao extensor digital longo.

Os fibrécitos sdo as principais células
visualizadas no tecido ligamentar, em sua
grande maioria, com grandes extensdes
citoplasmaticas, adquirindo a caracteristica
alongada (Dahlgren, 2007). No estado ativo,
denominadas fibroblastos, apresentam grande
nicleo arredondado (Junqueira e Carneiro,
2004). Sao responsaveis pela manutencdo da
integridade dos tecidos de sustentagdo, com a
producdo e substituicdo continua dos
componentes da matriz extracelular (MEC)
(Birch et al., 1998).

O coldageno presente no LS € organizado em
fibrilas, que formam fibras, ordenadas em
feixes e fasciculos, que deslizam sobre si,
permitindo deformacgdo estrutural adequada
para adaptacdo do ligamento as forgas as quais
¢ submetido (Benjamin e Ralphs, 1998;
Doroski et al., 2007).

(0] tecido conjuntivo frouxo,
predominantemente constituido de coldgeno
tipo III e fibras eldsticas, situado entre os
feixes de coldgeno longitudinais, acomoda
vasos e nervos (Dyson et al., 1995), enquanto
o tecido adiposo encontra-se entremeado no
ligamento (Riemersma e Bruyn, 1986). Ja as
fibras musculares vestigiais estdo inseridas
entre as fibras longas de coldgeno e

promovem o amortecimento de forcas
resultantes de vibragdes durante a dindmica da
locomogdo (Rooney, 1973).

Ligamentos higidos contém 65 a 70% de agua,
enquanto cerca de 80% da matéria seca é
composta de coldgeno e 5% de proteoglicanos
(PG) (Dahlgren, 2007). Do total de coldgeno
presente nos ligamentos, 75% € representado
por coldgeno do tipo I, 20% do tipo Il e 5%
do tipo II. A proporcado dos tipos de coldgeno I
e II influencia diretamente nas propriedades
mecénicas do ligamento, pois o didmetro das
fibras tipo I € maior que do tipo III, o que
justifica sua maior resisténcia (Alves et al.,
2001).

O padrao estrutural regular e denso dos
ligamentos (Doroski et al., 2007) altera-se na
proporcdo de MEC e presenga de ligacdes
cruzadas entre as fibras de coldgeno conforme
avanca a idade do animal (Webbon, 1973;
Jones e Bee, 1990; Crevier-Denoix et al.,
1998). A quantidade de ligacdes cruzadas
reflete na resisténcia e elasticidade do
ligamento, subseqiientes a estabilidade
estrutural das fibras de coldgeno (Alves,
2008).

A MEC contém coligeno e substancia



fundamental amorfa. A substancia
fundamental amorfa é composta de dgua, fons,
glicosaminoglicanos, glicoproteinas e
proteoglicanos. Sua concentragdo e
organizacdo determinam as caracteristicas
biomecanicas (Smith, 2005) e bioquimicas dos
ligamentos, garantindo suas propriedades
visco-elasticas (Doroski et al., 2007).

A etiopatogénese das lesdes de ligamentos é
dinAmica e  complexa, permanecendo
controversa. As lesdes podem ser decorrentes
de distirbios extrinsecos ou intrinsecos.
Enquanto 0s distdrbios extrinsecos
freqiientemente sdo provocados por agentes
vulnerantes externos, os intrinsecos sio
multifatoriais e estdo associados ao
desequilibrio na homeostase da MEC
(Dahlgren, 2007). Os principais fatores
predisponentes para a ruptura de fibras e
desorganizagdo da MEC sdo conformacio,
idade, exigéncia fisica de treinamento,
impropriedades de aparo de cascos e
ferraduras (Ferraro et al, 2003), fadiga e
doenca sisttmica (Webbon, 1973). A
producdo dos constituintes da MEC para
substituicdo do tecido danificado é promovida
por fibroblastos. O reparo tecidual inicia-se
com a sintese de coldgeno tipo III, que é
gradualmente substituido pelo coldgeno do
tipo I (Sharma e Maffulli, 2006).

No diagnéstico das afecgdes no LS, devem ser
considerados os sinais clinicos pela inspegédo e
palpagdo local, além de técnicas auxiliares,
que consistem de bloqueio anestésico regional,
ultra-sonografia, radiografia, cintilografia e
ressondncia magnética (Dyson et al., 1995;
Gibson e Steel, 2002).

A desmopatia degenerativa do suspensério da
articulacdo metatarsofalangiana (DDSAMF) é
uma doenca que acomete o LS de eqiiinos de
varias ragas, entre essas a Paso Peruano,
Arabe, a Quarto de Milha e a Puro Sangue
Inglés. Na maioria dos animais, os sinais
clinicos manifestam-se apds os 15 anos de
idade (Dyson et al., 1995; Gibson e Steel,
2002), freqiientemente nos membros pélvicos,
podendo acometer 0s quatro membros.

Animais da raga Paso Peruano sido mais
predispostos a desenvolverem os sinais
clinicos, apresentando  claudicacdo e
deformidade bilateral ou quadrilateral, dor,
aumento do volume dos ramos do LS (Mero,
2006) e diminuicdo do angulo dorsal da
articulacdo metacarpo/tarso-falangiana (Mero
e Scarlett, 2005).

A descoberta de novas caracteristicas da
DDSAMEF por Halper et al. (2006), despertou
interesse da comunidade cientifica e entre
proprietarios de eqiiinos. A possibilidade de
acometer diversas ragas, de ser sistémica e da
sua semelhanca com algumas afeccdes em
humanos, acarretou vérios estudos que
geraram novas informagdes em relacdo a
fisiologia da MEC e mecanismos de
degeneracdo de ligamentos. Diferentemente da
desmite simples do LS, a DDSAMF ¢
caracterizada  por  uma degeneragdo
progressiva da MEC do LS (Mero e Scarlett,
2005) e de outras estruturas contendo
coldgeno (Halper et al., 2006).

A patogenia da DDSAMF ¢ desconhecida,
enquanto a preven¢do € o tratamento sao
empiricos e quase sempre paliativos. A
limitacilo de conhecimento torna seu
diagnéstico pouco freqilente e ainda
predominantemente especulativo, com base no
histérico, sinais clinicos e exame de ultra-som,
sendo confirmado por exame histolégico de
ligamentos colhidos de eqiiinos apds o dbito.

O acamulo de PG, caracteristico da
DDSAMF, foi determinado a partir de andlises
de cortes histolégicos de ligamentos da nuca,
patelares, tenddes flexores, LS, parede de
vasos e esclera provenientes de caddveres de
eqiiinos de diferentes racas clinicamente
acometidos, comprovando a distribuigcdo
sistémica das alteragcdes. Em um estudo de
animais clinicamente suspeitos, a maioria das
amostras de LN avaliadas (17/19) apresentou
depédsitos multifocais de PG (Halper et al.,
2006).

A utilizagdo do exame de ultra-som nfo
demonstra resultados satisfatérios, uma vez
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que animais com DDSAMF apresentam um
padrio irregular das fibras de coldgeno (Dyson
et al., 1995; Gibson e Steel, 2002) com perda
de ecogenicidade semelhante aos casos de
desmite localizada do LS (Mero e Pool, 2002).

Por motivo da caracteristica de degeneracdo

progressiva da DDSAMF, eqiiinos suspeitos
devem ser submetidos a exames de ultra-som
seqiienciais (Mero, 2006), o que €& pouco
vidvel na pratica didria, e ndo elimina a
necessidade de outros métodos
complementares de diagnéstico da DDSAMEF.

ESTUDO 1
Determinacao da prevaléncia da reducio do angulo metatarso-falangiano em eqiiinos
da Policia Militar de Minas Gerais (PMMG)

1.1 INTRODUCAO

A desmopatia degenerativa do suspensério
da articulagdo metatarsofalangiana
(DDSAMF) € caracterizada por uma afeccao
de ampla distribuicio e vem sendo
diagnosticada com base nos sinais clinicos
de aumento de volume do ligamento e
hiperextensdo das articulacdes metacarpo e
metatarso - falangianas (AMF) (Mero e
Scarlett, 2005).

Este estudo tem como objetivo avaliar a
prevaléncia de animais suspeitos de
DDSAMEF no plantel de eqiiinos da PMMG,
mantidos em regime confinado, utilizando o
pardmetro do angulo da AMF < 146 como
critério de inclusdo.

1.2 MATERIAL E METODOS

Animais - Foram utilizados 108 eqiiinos
clinicamente sadios, 64 machos e 44 fémeas,
da raga Brasileiro de Hipismo e mesti¢os da
raca, com idade entre dois e vinte e seis
anos, escore corporal variando entre 2 e 4,
segundo Speirs (1997), mantidos em baia,
recebendo 6 kg de racdo comercial com 12%
de proteina bruta e feno de coast cross a
vontade.

Os animais eram utilizados para policiamento
pela PMMG, com regime de trabalho de 8 horas
didrias de exercicio predominantemente ao
passo em area urbana e foram separados em trés
grupos conforme a idade: até 7 anos, de 8 a 12
anos e igual ou mais de 13 anos.

Manejo dos animais da PMMG - é baseado na
criacdo das éguas gestantes e potros em
piquetes, situados em Florestal, localizada na
regido metropolitana de Belo Horizonte, local
destinado a reproducdo do plantel. Os potros sdo
mantidos em liberdade até atingirem a idade de
dois anos, quando sao levados para o quartel, em
Belo Horizonte, para serem iniciados na doma e
poOstuma rotina de policiamento.

Morfometria angular - Para a realizagdo da
morfometria angular utilizou-se um
artrogonidmetro' de 15 cm de comprimento,
cujo eixo foi posicionado sobre o centro de
movimento da AMF, enquanto suas hastes
acompanhavam os raios dsseos do metatarso e
falanges (FIG.2). Para medida do angulo cranial
das articulagbes metatarso-falangianas os
animais foram mantidos em ambiente de piso
plano e nivelado, estando os membros paralelos
em posicdo de estacdo forcada, como
preconizado por Lage (2001).

! Carci Indistria e Comércio de Aparelhos Cirtrgios
e Ortopédicos Ltda., Sdo Paulo, SP
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FIGURA 2. Posicionamento do vértice do artrogonidmetro sobre o centro de movimentacdo da articulacdo metatarso
falagiana, com suas hastes acompanhando os eixos 6sseos, para medir o angulo articular.

Critério para suspeita de DDSAMF - Os
animais foram considerados suspeitos quando
apresentaram os angulos da AMF, de ambos
os membros pélvicos, iguais ou inferiores a
146", medidos por artrogonidmetro. O angulo
de limite inferior ou igual a 146° para
determinacdo dos animais suspeitos de
DDAMF, foi estabelecido a partir da
subtracdo do maior desvio padrio calculado
(7,0% do menor valor angular médio
encontrado (155,6°). Do valor resultante, foi
subtraido o maior valor médio de diferenga
apresentado entre 0s membros posteriores
(2,7°). O valor de 1459° foi aproximado a
146°, devido a marcagdo intervalada de 2

1.3 RESULTADOS

graus do artrogonidmetro.

Andlise estatistica — As médias dos angulos
das AMF dos membros direito e esquerdo de
animais da mesma faixa etdria foram
submetidas a andlise estatistica ndo
paramétrica, pelo teste de Wilcoxon. Para a
avaliacdo dos wvalores angulares de AMF
conforme a faixa etdria, foi utilizado o teste de
Kruskall Wallis. O grau de significancia
estabelecido para os resultados foi de 5%
(p<0,05). Todas as andlises foram realizadas
no pacote Biostat 3.0 (Ayres et al., 2003).

Os resultados das mensuragdes dos dngulos articulares encontram-se na TAB. 1



Tabela 1. Medidas dos dngulos das articulagcdes metatarso falangianas de eqiiinos, machos e fémeas,

agrupados segundo a faixa etiria em anos.

Até 7 anos De 8 a12 anos > 13 anos
(n=40) (n=37) (n=31)
Nome Angulo Nome Angulo Nome Angulo

Dir Esq Dir Esq Dir Esq
Soberano 160 156 Maché 164 162 Ironia 154 160
Pimpdros 158 146 Nacional 150 150 Flauta 154 154
Quatrim 152 148 Malino 156 154 Quitoco 170 170
Quitanda 158 160 Picasso 150 152 Igacaba 156 156
Somali 154 150 Musgo 160 160 Homessa 142 142
Palco 144 160 Outono 140 146 Cadete 150 158
Palio 142 156 Pérola 160 160 Injaria 136 134
Ribalta 158 160 Orquestra 154 160 Horizonte 150 150
Serena 156 150 Micuim 150 150 liak 150 152
Quilate 152 150 Life 150 154 Bacara 150 150
Tagite 156 150 Liv 150 148 Farrapo 154 152
Siria 160 162 Papoula 162 160 Impoluto 152 156
Quantica 156 160 Panorama 160 160 Jupiter 158 154
Quilha 160 160 Olimpo 160 160 Farol 154 156
Ramada 168 164 Orfeu 154 156 Garboso 158 148
Reflexo 160 160 Haerofly 168 160 Hamburg 152 150
Ritual 150 150 Larnac 158 154 Guarani 160 158
Tafeta 160 160 Orvalho 160 160 Jequitiba 160 160
Silicio 160 164 Leviata 154 156 Arapua 160 160
Turbina 158 158 Maltado 160 160 Lampiao 162 164
Tango 160 160 Opala 160 156 Heureca 160 162
Turfa 164 164 Papaia 158 158 Luzeiro 162 164
Tétem 162 160 Primavera 166 168 Gran Cruz 160 164
Serelepe 160 162 Néctar 160 158 Imperador 162 160
Tela 158 160 Obelisco 152 160 Nidbio 160 160
Turquesa 158 154 Montanha 160 162 Graciosa 158 158
Taga 160 160 Lampejo 160 160 Gueto 158 158
Tupa 156 158 Oriental 164 168 Minerva 154 150
Tard 158 158 Lusitano 156 158 Helena 154 152
Tulipa 158 160 Orquidea 160 158 Impostor 160 160
Tatuagem 160 160 Naia 158 160 Sagaz 154 152
Resgate 158 156 Nirvana 154 152
Sueco 162 160 Liber 158 158
Qualidade 156 160 Passarela 152 156
Quiron 160 162 Onda 150 156
Ravel 154 152 Lanca 158 160
Quevedo 160 158 Notavel 162 162
Rena 154 154
Queda 158 150
Parcel 166 166

Id — Idade (anos); Dir - Direito; Esq - Esquerdo

As médias de idade dos grupos até 7 anos, de
8 a 12 anos e > 13 anos foram4,9 +1,7,9,6 +
1,6 € 16,0 + 3,2, respectivamente.

Trés eqiiinos, um do grupo entre 8 e 12 anos e
dois do grupo de mais de 13 anos, marcados
na tabela, apresentaram angulos da AMF
iguais ou inferiores a 146°,

A andlise de varidncia mostrou semelhanca
entre os angulos de AMF direito e esquerdo
dos animais do mesmo grupo e entre as
médias das faixas etarias avaliadas, sem
diferenca significativa, como descrito na
tabela (TAB. 2).
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Tabela 2. Médias e desvios padrdo do angulo dorsal das articulagdes metatarso falangianas e idade
de 108 eqiiinos agrupados por faixa etdria. Valores minimo e maximo do angulo referido.

Medidas angulares de AMF

Grupos (faixa etaria) Direito Esquerdo Média + s Min Max

Até 7 ( n=40) 157,6 + 4,87 157,4 + 5,07 157,5 + 4,9 142,00 168,00
8a12(n=37) 156,9 + 5,5 157,6 + 4,7 157,2 + 5,1 140,00 168,00
>13 (n=31) 155,6 + 6,3 155,6 + 7,0 1556 + 6,7 134,00 170,00
Total (n=108) 156,8 + 5,6 156,9 + 5,6 156,9 + 5,6 134,00 170,00

Letras iguais em uma mesma linha (mindsculas) ou coluna (maitsculas) determinam igualdade (p<0,05)

s- desvio padrdo
Min- valor minimo, Méx- valor mdximo

Somente os valores dos angulos da AMF dos
animais do grupo > 13 anos apresentaram
distribui¢do normal.

Foi observada igualdade estatistica dos valores
médios das diferengas angulares entre os
grupos avaliados, conforme TAB. 3.

Tabela 3. Médias e desvios padrdo das diferengas angulares dorsais das articulagdes metatarso-
falangianas dos eqiiinos agrupados por faixa etdria. Valores minimo e maximo do angulo referido.

Média das diferencas angulares de AMF

Faixa etaria (anos) Média + s Min Max
Até 7 ( n=40) 27+28" 0 14
8a12 (n=37) 23+23" 0 8
>13 (n=31) 21+24" 0 10
Total (n=108) 24 +25" 0 14

Letras iguais em uma mesma coluna determinam igualdade (p<0,05)

s- desvio padrdo
Min- valor minimo, Méx- valor mdximo

1.4 DISCUSSAO

Apesar de alguns eqiiinos deste estudo
apresentarem-se inquietos ao inicio do exame
com o artrogonidmetro, todos permitiram sua
realizagdo, nao interferindo nos
procedimentos. A necessidade de colocar o
animal na posicdo de estagdo simétrica com 0s
membros alinhados demandou auxilio de um
ajudante experiente que comandava oS
animais contidos pelo cabresto. Os resultados
mostraram que ¢é possivel realizar a
morfometria em eqiiinos nas condi¢des de
campo, desde que sejam adotados os
requisitos necessarios.

Virios sdo os obsticulos para o diagndstico
definitivo da DDSAMF. Em primeiro lugar,
ndo sdo conhecidos os indicadores de
prevaléncia e incidéncia dessa afeccdo em
eqiiinos no Brasil. Além disso, ndo se conhece
um método preciso de diagndstico da afecgdo
em animais vivos.

O critério de inclusdo, para suspeitos de
DDSAMF, considerado neste estudo, quando
ambos membros pélvicos apresentam angulo
da AMF < 146° , diminui a possibilidade de
inclusdo de outras afecgdes do sistema
locomotor, pois a caracteristica sist€mica da
DDSAMF contribui para a manifestagdo
clinica em mais de um membro.

Os animais avaliados neste estudo ndo
apresentaram diferenca significativa entre as
médias dos angulos AMF entre os grupos
avaliados. Os valores em médias encontrados
foram semelhantes aos observados por Silva
(2006), em eqiiinos atletas de alto desempenho
de Concurso Completo de Equitacao, de ragas
de origem européia (157,86 + 241). Tais
resultados sdo esperados, pois além de serem
avaliados animais de uma raca resultante de
cruzamentos de ragas européias, o manejo de
criagdo dos eqiiinos da PMMG, proporciona
liberdade de locomo¢do e movimentagdo
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voluntdria aos potros mantidos em piquetes,
segundo Smith et al, (2002) promove
desenvolvimento adequado dos componentes
do sistema locomotor.

Embora houvesse semelhanca entre as médias
angulares dos grupos avaliados, trés animais
apresentaram angulos de AMF de ambos
membros com valores inferiores ou iguais a
146°, destacados na tabela 1. A taxa dessa
ocorréncia equivale a 2,7% na populagdo
estudada, o que pode ser considerado uma taxa
esperada, ji que os animais estudados
resultam de cruzamentos selecionados pelos
veterindrios da PMMG, e subseqiientes
pardmetros morfométricos desejados.
Adicionalmente, os animais avaliados nesse
estudo sdo mantidos sob 0 mesmo manejo e
trabalho, sendo que, a influéncia da idade e a
exigéncia do trabalho sobre o LS resultaram
em respostas fisioldgicas  individuais,
envolvendo mecanismos de degeneracao ainda
a serem estudados.

E importante ressaltar ainda que, dos animais,
que apresentaram valores angulares de AMF
iguais ou inferiores a 146°, um ¢ integrante do
grupo de sete a doze anos e dois ao grupo
igual ou acima de treze anos, o que significa
que possa haver uma sinalizacdo, ainda que
discreta, da existéncia de relacdo dessa
condi¢do com o avancar da idade. Porém, o
reduzido nimero de animais suspeitos
encontrados neste estudo ndo apresenta
relevincia comprobatéria da influéncia da
idade e manifestacdo clinica da DDAMF. A
média de idade desses trés animais é 12,7
anos, o que estd abaixo da idade de 15 anos
mencionada por Mero e Scarlett, (2005) e
Mero (2006).

A baixa prevaléncia de animais suspeitos pode
ser explicada com base na observagdo de
Mero (2006), pois os sinais cldssicos da
DDSAMF, como a diminuicdo do AMF,
ocorrem em menos de 50% dos animais
portadores de DDSAMF, mesmo em casos
avangados.

A média angular dos eqiiinos do grupo com
idade = de 13 anos, apresentou-se inferior a

media dos demais grupos, com maior
oscilacdo entre os valores angulares maximo e
minimo (TAB. 2). Como afirmaram Smith et
al. (2002), os ligamentos e tenddes sdo
estruturas que sofrem alteracdes degenerativas
de modo acumulativo em fun¢do do avango da
idade do individuo, o que resulta em
alteragdes progressivas na composicdo da
matriz intracelular e extracelular (MEC). Mas
ndo foi encontrada a descricio exata destas
alteragdes, podendo ser diferentes das
observadas na DDSAMF. A ocorréncia dessas
alteracdes pode resultar em queda da
resisténcia mecénica dos ligamentos e tenddes,
inclusive o suspensério e como conseqiiéncia
a reducdo do angulo da AMF, o que ocorre na
DDSAMF.

Por outro lado, a distribuicio normal dos
valores angulares, observada somente em
eqiiinos do grupo com idade > a 13 anos,
indica uma tendéncia a uniformidade dos
valores angulares da AMF entre ambos
membros nos animais deste grupo, podendo
ser justificada pela estagnacdo da capacidade
de adaptagdo dos ligamentos em animais
adultos.

Foi observada a igualdade estatistica entre os
valores médios das diferencas angulares entre
membros das faixas etdrias avaliadas (TAB.
2). Contudo, essas diferencas, variando de 6 a
14 graus, foram predominantes em eqiiinos
com valores angulares acima de 146" (TAB.
1), considerados nao suspeitos da DDSAMF.
A presenca destes animais em todos os grupos
avaliados permite identificar casos individuais
de discrepancia angular em uma populacio,
podendo ser resultante de cruzamentos da raga
BH com outras, ji que alguns dos eqiiinos
avaliados neste estudo eram mestigos.

Fatores ligados ao meio, tais como nutrigdo
desbalanceada, acdo mecanica representada
pelo excesso de carga nas superficies
articulares, problemas ortopédicos, animais
mantidos em confinamento, atividades
atléticas em idade prematura e deformagéo dos
membros podem alterar os angulos articulares
(Lage, 2001), indicando a necessidade da
realizacdo de métodos mais precisos de
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diagnéstico da  DDSAMF, além da
morfometria angular que deve constituir a
base clinica para a suspeita e até o
diagnéstico.

1.5 CONCLUSOES

Nas condigdes do presente estudo pode-se
concluir que:

* A igualdade entre os valores médios dos
angulos AMF dos grupos avaliados
demonstra a uniformidade dos animais.

* A observagdo de trés animais com angulos
AMF inferiores ou iguais a 146°, ainda
que em taxa reduzida, comprova a
existéncia de animais suspeitos de

DDSAMF no plantel de eqiiinos da
PMMG.

* A identificacdo de trés eqiiinos suspeitos
de DDSAMF, nos animais com mais de 8
anos, ndo permite estabelecer uma
influéncia do envelhecimento sobre a
manifestacdo clinica da DDSAMF.

* A mensuragdo do 4angulo dorsal da
articulacdo metatarso-falangiana mostrou
ser um método complementar importante
para a avaliagdo clinica preliminar de
animais suspeitos de DDSAMEF, nio
podendo ser utilizado isoladamente para a
conclusdo do diagndstico da afecgdo
estudada.

ESTUDO 2
Avaliacao do actimulo de proteoglicanos na matriz extracelular do ligamento
suspensorio de animais suspeitos de desmopatia degenerativa do suspensorio da
articulacio metatarso falangiana (DDSAMF)

2.1 INTRODUCAO

Grande nimero de animais acometidos pela
desmopatia degenerativa do suspensério da
articulacio metatarsofalangiana (DDSAMF)
apresentam os sinais clinicos inicialmente nos
membros pélvicos, podendo acometer os
quatro membros. Animais acometidos pela
afeccéo apresentam acimulo de
proteoglicanos (PG) na matriz extracelular
(MEC) do ligamento suspensorio (LS) e
outros tecidos contendo coldgeno.

Este estudo possui o objetivo de avaliar a
prevaléncia de acimulos de PG no LS de
animais da populacio eqiiina do pais,
condizentes com os encontrados na DDSAMF.

2.2 MATERIAL E METODOS

Animais - Foram utilizadas 28 amostras de
ligamento suspensoério (LS), provenientes de
eqiiinos suspeitos de DDSAMF, sem raca
definida, com idade entre cinco e dezenove
anos, de manejo desconhecido. O critério de
suspeita de DDSAMF utilizado foi baseado no

angulo da AMF, descrita anteriormente. Os
animais foram divididos em grupos conforme
a idade, de até 7 anos, entre 8 e 12 anos e >
13 anos.

Colheita de amostras - As amostras de
ligamento suspensério (LS) foram colhidas em
abatedouro®. O fragmento de LS, com cerca de
0,5 cm’, foi retirado 5 ¢cm acima da bifurcagio
do mesmo, para processamento e avalia¢do
histoldgica.

Processamento e avaliacdo das amostras -
Apds a coleta, as amostras foram mantidas em
formalina neutra em tampdo fosfato durante
24 h (Luna, 1968), para posterior
processamento e inclusdo em parafina (Luna,
1992). As seccdes de 5 pm das amostras de LS
foram realizadas com micrétomo e coradas
pelas técnicas de hematoxilina e eosina (HE),
para andlise morfolégica e de Alcian Blue
(AB) pH 2,5 para diferenciacio de
proteoglicanos por microscopia de luz. A
andlise morfolégica incluiu a avaliacdo das

2 Pomar S/A Ind. e Com.- Araguari - MG
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fibras de coldgeno e células. A amostra de LS
de coloragdo mais intensa, pelo método de AB
pH 2,5, foi considerada como controle
positivo para acimulos de PG, procedimento
também realizado por Halper et al. (2006),
para classificar as demais amostras por
comparagdo. Para critério de avaliagdo da
presenca de actiimulos de PG, as amostras
encontraram-se na posi¢do transversal e
foram classificadas conforme presenga ou
auséncia de aciumulos de PG.

Avaliagdo estatistica - As avaliagcdes de
distribuicdo de freqiiéncia das varidveis
idade em funcdo da presenca de PG foram
feitas pelo Teste Exato de Fisher, com
distingdes estatisticas aceitas quando
p<0,05, com utilizacdo do software para
analise estatistica Biostat 3.0 (Ayres et al.,
2003).

2.3 RESULTADOS

Cada animal foi representado por uma
lamina, com uma ou mais secgdes
transversais do mesmo fragmento de LS.
As amostras de LS coradas por HE
permitiram a identificacdo de feixes de
coldgeno, fibras musculares, septos,
pequenos vasos, nervos e fibroblastos e
fibrécitos, de nidcleos arredondados e
outros alongados, respectivamente,
esparsamente distribuidos entre as fibras
de colageno (FIG. A).

Nao foram observadas degeneragdes de
fibras coldgenas, neovascularizacio ou
infiltrado inflamatério, com excecao de
reduzidos focos de fibrose em duas
amostras, caracterizada por desarranjo das
fibras longitudinais de colageno.

Nas amostras de LS higido, corado pelo
método de AB pH 2,5, a regido de fibras
de coldgeno apresentou aspecto amorfo,
enquanto as regides de septos apresentou-
se levemente corada, com distribuicdo
homogénea e discreta de PG por toda sua
extensao (FIG. 3B).

A amostra considerada controle positivo
apresentou dreas de coloragdo azulada
intensa, com deposicdo de material
acelular amorfo, predominando entre as
fibras de coldgeno de seccoes de LS
coradas em AB pH 2,5, indicando a
presenca de acimulos de PG de tamanho e
distribuicdo irregular, demonstrado na
FIG. 3C. O espacamento e ondulacdes
entre as fibras de coldgeno encontravam-
se aumentados nas secc¢oes longitudinais.

22



Figura 3. Secc¢des transversais de ligamento suspensério. A-B. Ligamento nomal. 29544x. A.
Ligamento apresentando-se em forma de feixes (f) e septos (S). HE. B. Distribui¢do homogénea de
proteoglicanos, de coloragio azulada discreta. AB pH 2,5. C. Areas multifocais de deposigio de
proteoglicanos (setas) com aumento da coloragio azulada, localizadas entre as dreas de ligamento
sadio. AB pH 2,5. Barra: 1cm= 300pm.
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24



As amostras de LS, coradas em AB pH
2,5, consideradas positivas para acimulos
de PG, apresentaram dreas de coloragdo
intensa e dreas de coloracdo homogénea na
mesma Sec¢ao.

As amostras avaliadas foram classificadas
segundo a presenca ou auséncia de
acimulos de PG, conforme a TAB. 4.

Tabela 4. Presenca ou ndo de acimulo de proteoglicanos em amostras de ligamento suspensério de
eqiiinos agrupados segundo sua idade e presencga nas amostras avaliadas.

Grupo até 7 anos Grupo de 8 a 12 anos Grupo > de 13 anos
(n=6) (n=12) (n =10)
Amostra ID Acum. Amostra ID Acum. Amostra ID Acum.
de PG de PG de PG
S8 6 SIM S1 10 NAO S2 13 SIM
S13 5 NAO S7 11 NAO S3 15 NAO
S20 5 NAO S9 10 SIM sS4 11 SIM
S26 5 SIM S11 10 SIM S5 13 S
S28 7 NAO S12 10 NAO S6 13 SIM
S31 7 NAO S14 8 NAO S10 13 SIM
S15 11 SIM S16 14 NAO
S17 8 SIM S18 19 S
S21 10 SIM S19 16 SIM
S21 10 NAO S29 15 SIM
S27 9 SIM
S30 12 SIM

ID- Idade do animal em anos; PG- proteoglicanos

De um total de 28 animais suspeitos de
DDSAMF, 60% apresentou acimulos de PG
ao exame histolégico das amostras de LS
avaliadas. No entanto, estas ndo apresentaram
diferencas significativas quanto a presenca de
acimulos de PG entre os grupos (p>0,05).

Dois animais (33,3%), do grupo de até 7 anos,
apresentaram acumulos de PG nas amostras de
LS avaliadas. Do grupo de animais entre 8 e
12 anos, mais da metade (58,3%) dos animais
apresentou acimulo de PG, enquanto no grupo
2 13 anos predominaram as amostras
apresentando acimulos de PG (80%). Dois
animais, com mais de 8 anos (um do grupo de
8 a 12 e outro do = 13 anos), apresentaram
pequenos focos com alteracdes degenerativas
de metaplasia condrdide.

2.4 DISCUSSAO

Considerando as diferengas entre tenddes e
ligamentos, as estruturas sdo freqiientemente
abordadas sob um mesmo capitulo em livros e
artigos, tornando dificil a realizacdo de
revisdes mais especificas sobre ligamentos.

Outra dificuldade é a falta de padronizagdo
estrutural do LS no membro pélvico, pois
segundo Dyson et al. (1995) o LS apresenta
intensa variacdo de tamanho entre os animais
e até mesmo simetria entre os LS dos
membros pélvicos de um mesmo animal.

Histologicamente os ligamentos sdo similares
aos tenddes, porém sdo constituidos de fibras
coldgenas com poucas células, fibras menos
paralelas e mais fibras eldsticas (Alves, 2008).
A principal diferenca € a fungdo mecanica que
exercem. Enquanto os tenddes transformam a
energia dos misculos em movimentos
mecanicos, os ligamentos possuem funcgdes
passivas, como limitar a extensdo articular.
Portanto, apesar da semelhanca histolégica, os
tenddes e ligamentos possuem caracteristicas
bioquimicas e moleculares diferentes entre si,
assim como processos de degeneragdo e
reparo, o que justifica a pesquisa
aprofundada destas estruturas.

A forma laminar esbranquicada e espessa do
LS observada deve-se a presenga considerdvel
de fibras coldgenas constituidas
predominantemente por coldgeno do tipo I,

25



fato também verificado por Bargmann, (1968),
citado por Facco, (2003). Como observado por
Facco (2003), em tenddes flexores de eqiiinos,
o processamento histolégico de LS dos
animais do presente trabalho, apresentou
algumas dificuldades, como o desprendimento
do tecido das laminas e necessidade de
padronizacdo da técnica de AB pH 2,5 no
laboratdrio utilizado.

As amostras de LS de eqiiinos de até 7 anos
avaliadas  apresentaram-se com  grande
celularidade e estrutura pronunciadamente
ondulada, caracteristicas também observada
por Crevier-Denoix et al. (1998). Ja nos
animais de 8 a 12 anos, os fibrdcitos, de forma
alongada, estavam em menor quantidade,
também visualizado por Webbon (1978), fato
que, segundo Smith (2005), € justificado pelo
decréscimo da atividade metabdlica dessas
células em eqilinos acima de dois anos,
refletindo a tendéncia de reducdo da
capacidade de adaptacdo dos ligamentos apds
a maturidade Gssea.

A especificidade do corante AB para
mucopolissacarideos (Luna, 1968), permitiu a
avaliac@o histolégica das amostras de LS, com
o aumento de intensidade de coloracdo
azulada nos locais de acimulo de PG.
Portanto, o achado acidental de focos de
metaplasia condréide evidencia a
diferenciacdo do tecido do ligamento, pois ao
contrdrio do que afirmou Stashak (2006), que
em ligamentos higidos, a distribuicdo de PG é
homogénea em um segmento, segundo Vogel
et al. (1994), as células sofrem modificagdes
sob diferentes forcas e avango da idade,
produzindo acimulos de PG comuns nas
inser¢des de  ligamentos. Os  focos
metapldsicos visualizados apresentaram-se
delimitados, diferenciando-se dos acimulos de
PG, de limites imprecisos. De acordo com
Crevier-Denoix et al. (1998), focos de
metaplasia condréide sdo alteragdes comuns
em tenddes superficiais de eqiiinos com idade
acima de seis anos.

A caracteristica de depdsitos de PG na MEC,
visualizadas em amostras de eqiiinos suspeitos
de DDSAMF deste trabalho, apresentou-se

multifocal, diferenciando-se da histologia de
animais higidos, que apresentaram coloragéo
azulada discreta e uniforme por toda a secgéo.
As secgdes ligamentares, porém, foram
provenientes da mesma regido anatdmica em
todos os animais, aproximando as
caracteristicas dos actimulos de PG aos focos
de metaplasia condréide, que ocorrem sob
influéncia de exigéncia fisica.

O fato das amostras de LS de animais
suspeitos de serem portadores de DDSAMF
apresentarem dreas com acimulos de PG e
dreas de ligamento higido nas mesmas
seccdes, também observado por Halper et al.
(2006), pode refletir a resposta individual de
producdo de MEC por cada célula, mostrando
sua independéncia em reagdo aos estimulos.
Contudo, as alteragdes fisioldgicas que
ocorrem na DDSAMF sdo desencadeadas por
mudancgas bioquimicas e genéticas, que ainda
ndo estdo elucidadas. Esta observagao ressalta
a importdncia da realizagdo do exame
histolégico de amostras provenientes de
diferentes ligamentos ou regides do LS de um
mesmo animal, para evitar a possibilidade de
um diagndstico falso negativo, pois o
fragmento ndo representa o LS como um todo.

A presenca de acimulos de PG nas amostras
avaliadas neste estudo ndo mostraram
diferenca significativa entre os grupos. A
igualdade das médias entre os grupos sugere a
estreita relacdo da presenca de actimulos de
PG no LS e a redug@o do adngulo da AMF, ja
que todos os animais avaliados apresentaram
reducdo do angulo da AMF. Alteracoes
histolégicas degenerativas semelhantes com a
degeneracdo que ocorre em LS de animais
acometidos pela DDSAMF, observada em
60% dos eqiiinos estudados, pode ser
explicada pela origem desconhecida destes
animais, cujas amostras foram coletadas em
abatedouro, e a possibilidade da existéncia de
agentes desencadeantes de degeneracdo
ligamentar preexistentes, como descrito por
Mero (2006).

Deste modo, a ocupacdo do animal deve ser
avaliada ao exame clinico, pois como os
animais deste estudo eram destinados ao
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abate, apresentavam valor zootécnico reduzido
ou at¢é mesmo conformacdo indesejavel. O
critério de medida angular da AMF pode ter
aumentando a possibilidade da inclusdo de
animais com defeitos de aprumos no estudo.
As lesdes preexistentes do LS podem resultar
no aciumulo cronico de PG, -caracteristica
também observada na DDSAMF. Para a
realizacdo do diagnéstico diferencial, a
avaliacdo histoldgicas de outros tecidos, além
do LS, contendo coldgeno, que podem ser
acometidos pela DDSAMEF, se faz necessaria.

Apesar da auséncia de diferenca estatistica os
acimulos de PG predominaram nas amostras
do grupo de animais > 13 anos (80%),
demonstrando que animais que apresentam
reducdo do AMF podem sofrer influéncia da
idade, pois segundo Smith et al. (2002), danos
teciduais sdo acumulados com o avango da
idade do animal, resultando em microlesdes
que enfraquecem o ligamento. Considerando o
fato da presenca de deformidades dos
aprumos, a postura desequilibrada do membro,
que exerce forcas inadequadas sobre as
estruturas moles, pode alterar a organizacdo
histolégica. =~ A  degeneragdo  resultante,
acentuada com o avango da idade, assemelha-
se a visualizada na DDSAMF. Outro
pardmetro a ser avaliado deve ser a andadura e
rotina de exercicio do animal, pois como os
aprumos defeituosos, estes fatores podem
exercer forcas deletérias a longo prazo,
incitando uma degeneracdo dos tecidos
contendo coldgeno.

Embora n3o tenham sido observados o
aumento de volume do LS e claudicagdo nos
animais deste trabalho, Halper et al. (2006),
acreditaram que estes sinais clinicos ocorram
subseqiientes ao aumento da espessura dos
septos, com deposi¢do de PG, resultando em
dor localizada.

Como ndo foram visualizadas células
inflamatérias ao exame histopatolégico de LS
provenientes de animais suspeitos de
DDSAMF, esta afeccio pode ser caracterizada
como de evolugdo cronica.

Portanto, considerando o desconhecimento
dos mecanismos do desenvolvimento da
degeneracdo de tecidos contendo coldgeno, em
eqiiinos acometidos pela DDSAMF, o
diagnéstico da afeccdo deve ser baseado em
parametros clinicos, como a medida da AMF e
exames consecutivos de ultra-som, além da
avaliacdo histolégica dos tecidos sujeitos a
degeneracao.

2.5 CONCLUSOES

Nas condicdes do presente estudo, pode-se
concluir que:

e Ags alteracdes observadas ao exame
histolégico em amostras de LS de
eqiiinos  suspeitos deste  estudo
possuem caracteristicas semelhantes
as descritas na DDSAMF por Halper
et al. (20006).

® A avaliagdo histologica do LS e a

medida angular da articulacdo
metatarsofalangiana ~ devem  ser
considerados como exames

complementares para a realizagdo
do diagnoéstico da DDSAMF.

e A DDSAMF pode ser considerada
de evolucdo cronica, justificada

pela auséncia  de células
inflamatdrias ao exame
histopatolégico.
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ESTUDO 3

Avaliacao do actimulo de proteoglicanos na matriz extracelular do ligamento nucal
de animais suspeitos de desmopatia degenerativa do suspensério da articulacio
metatarso falangiana (DDSAMF)

3.1 INTRODUCAO

O acdamulo de PG, foi visualizado em cortes
histologicos de ligamentos da nuca, patelares,
tenddes flexores, LS, parede de vasos e esclera
provenientes de caddveres de eqiiinos de
diferentes racas, clinicamente acometidos de
desmopatia degenerativa do suspensério da
articulacdo metatarsofalangiana (DDSAMF),
comprovando a distribuigdo sistémica das
alteracdOes.

Este estudo possui o objetivo de avaliar a
presenca de acimulos de proteoglicanos (PG)
em cortes histolégicos de LN de animais
suspeitos de DDSAMF, que apresentaram a
medida angular da AMF < 146’

3.2 MATERIAL E METODOS

Animais - Foram utilizadas 10 éguas mesticas
da raga Brasileiro de Hipismo da PMMG e 5
éguas mesticas da raca Mangalarga Marchador
da Escola de veterinaria da UFMG, mantidas
em piquetes, sem atividade fisica, com idade
entre cinco e 23 anos. O escore corporal era de
2 a 4 segundo Speirs (1997). As éguas nao
estavam em regime de trabalho, ficavam em
piquetes e recebiam ragdo comercial com 12%
de proteina bruta na quantidade de
1,0kg/100kg de peso e feno de Coast cross a
vontade.

Morfometria angular - Para a mensuragdo do
angulo dorsal das articulagcbes metatarso-
falangianas utilizou-se 0 mesmo equipamento
e método descrito no Estudo I desse trabalho,
ou seja, a metodologia segundo Lage (2001).

Critério para suspeita da presenca de
DDSAMF - Os animais foram considerados
suspeitos quando apresentaram os angulos da
AMF, de ambos os membros pélvicos,
inferiores ou iguais a 146°, quando medidos

por artrogoniémetro’.

Biopsia do ligamento nucal — Com as éguas
em brete de contengdo, demarcou-se a drea a
7cm da borda cranial da escdpula na regido
cervical, na qual realizou-se tricotomia,
antissepsia e anestesia local com cloridrato de
lidocaina a 1%" por infiltragio em L invertido
de 3 cm de extensdo para ambos os lados. As
amostras foram colhidas por bidpsia, com os
animais contidos em brete. Ap6s uma incisdo
vertical, de 1cm com bisturi na pele e tecido
subcutineo, a canula de bidpsia 14G °, para
tecidos moles, foi direcionada em angulo reto
ao LN (FIG. 4A) e inserida aberta (FIG. 4B), a
fim de obter fragmento de sentido transversal.
Apds a canula penetrar o LN, a mesma foi
fechada para a secc¢@o do fragmento (FIG. 4C).

Apds a bidpsia, realizou-se a dermorrafia,
empregando sutura padrdo simples separado
com fio de nailon 2-0° agulhado, sendo
retirado 10 dias apos.

Fixacdo e processamento das amostras - Apos
a coleta, as amostras foram mantidas em
formalina neutra em tampdo fosfato durante
24h (Luna, 1968), sendo entdo processadas e
incluidas em parafina (Luna, 1992). Foram
feitos cortes em micrétomo em sec¢des de 5
um corados pelas técnicas de hematoxilina e
eosina (HE), para andlise morfoldgica e de
Alcian Blue (AB) pH 2.5, para evidenciar
PG.

Avaliagdo

histologica — As  seccdes

? Carci Industria e Comercio de Aparelhos
Cirurgicos e Ortopedicos Ltda., Sdo Paulo, SP

* Hipolar Farmacéutica Ltda. Sabard, MG

> Canula de biopsia modelo Tru-cut- Biomedical-
BM 1410, Delebrio, Italia

Monofilamento preto Nylon,Technofio
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transversas do LN, coradas pelo método de
AB pH 2,5, foram avaliadas por microscopia
de luz, em objetiva de imersdo. A amostra de
LN que apresentou lesdes de maior
intensidade, e conseqiientemente sendo mais
corada pelo AB pH 2,5, foi utilizada como
controle positivo para a classificagdo das
demais, em positivas ou negativas, segundo a
presenca acimulos de PG.

Andlise estatistica — As avaliagdes de
distribuicdo de freqiiéncia das varidveis idade
e sinais clinicos em fun¢do da presenca de PG
foram feitas pelo Teste Exato de Fisher, com
distingdes estatisticas aceitas quando p<0,05,
com auxilio do sofware Biostat 3.0 (Ayres et
al., 2003).
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Figura 4. Seqiiéncia de ilustragdes da metodologia da coleta de amostras dos eqiiinos. A. Vista

lateral da regido cervical com agulha posicionada perpendicularmente ao ligamento da nuca. B.

Desenho esquemadtico da agulha durante a colheita. B. Posicao inicial da colheita com
compartimento aberto. C. Fechamento do compartimento para sec¢io do tecido.
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3.3 RESULTADOS

Pelo critério de classificacdo como suspeito de
ser portador de DDSAMEF, sete (46,7 %) éguas

foram consideradas como tal, e oito (53,3%)
como isentas (TAB. 5).

Tabela 5. Identificag@o, idade, angulos dorsais das articulagcdes metatarso-falangianas (AMF) dos
membros direito e esquerdo, de eqiiinos suspeitos de desmite degenerativa do suspensério da
articulagdo metatarso falangiana (DDSAMF) e presenga de acimulo de proteoglicanos (PG) em 15

éguas.
Angulo
Nome ID Dir Esq Suspeito Acumulos
Nagéo 9 154 150 NAO NEGATIVO
Palestina 8 152 160 NAO NEGATIVO
Framboesa 23 160 166 NAO POSITIVO
Faceira 17 150 154 NAO POSITIVO
Fiesta 17 142 142 SIM POSITIVO
Sézia 22 146 146 SIM POSITIVO
Rendada 22 114 110 SIm POSITIVO
Razdo 5 145 140 SIM NEGATIVO
Orgia 7 145 140 SIM POSITIVO
Caiana 20 145 146 SIM POSITIVO
Neve 9 150 150 NAO NEGATIVO
Brang 17 130 136 SIM POSITIVO
Alfa 10 142 150 NAO NEGATIVO
Troncha 16 146 148 NAO POSITIVO
Pitica 17 144 152 NAO NEGATIVO

Dir- Direita, Esg- Esquerda
ID- Idade em anos

As amostras de LN coradas por HE
permitiram a identificacdo de feixes de
coldgeno, septos, fibroblastos e fibrdcitos
(FIG. 5A), localizados entre as fibras de
coldgeno. Nao foi observada a presenca de
vasos, nervos e células inflamatérias. Os
fibroblastos encontravam-se distribuidos entre
os septos e as fibras de coldgeno, tanto nas
amostras de LN positivas como negativas para
acimulo de PG. Nido foi observada
degeneragdo de fibras coldgenas,
neovascularizacdo ou infiltrado inflamatério.
Nas sec¢des de LN que ndo apresentaram
acimulos de PG, corados pelo método de AB
pH 2,5, observou-se a coloragdo homogénea
azulada, devido a discreta distribuicdo de PG
(FIG. 5B).

Foi observado o aumento da basofilia,
localizado entre as fibras de coldgeno e septos,
quando as sec¢des de LN de animais suspeitos
de DDSAMF foram coradas em HE (FIG.
5C), correspondentes ao acréscimo da
intensidade

azulada, quando utilizado o método de AB pH
2,5 (Fig. 5D). Houve distanciamento entre as
fibras de coldgeno em conseqiiéncia a
presenga de actimulos de PG. A intensidade da
coloracdo embasou a positividade do controle
positivo para actimulos de PG (animal
marcado em negrito na tabela). Com base
nessas caracteristicas, observaram-se
acimulos de PG entre os feixes de coldgeno
em nove (60%) das amostras de LN avaliadas,
sendo seis (40%) das éguas, que foram
consideradas suspeitas para DDSAMF pelas
mensuragdes dos angulos dorsais da AMF, e
trés (20%) de éguas consideradas isentas de
sinais clinicos de DDSAMF. Somente um
animal (6,6%), considerado suspeito, nao
apresentou alteracdes histoldgicas condizentes
a DDSAMF, enquanto 5 (33,3%) eqiiinos
higidos ndo  apresentaram  alteracdes
histolégicas de LN, conforme demonstrado na
TAB. 6.
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Tabela 6. Amostras de animais clinicamente suspeitos e higidos classificados segundo presenca ou
auséncia de acimulos de PG ao exame histopatolégico de LN.

Acidmulos de PG
Sinais Clinicos Presenca Auséncia Total
Suspeito 6 (40%) 1(6,6%) 7 (46,7%)
Higido 3 (20%) 5(33,3%) 8 (53,3%)
Total 9 (60%) 6 (40%) 15 (100%)

O critério baseado na presenca de angulos
dorsais das AMF inferiores a 146°, como sinal
clinico para a suspeita d¢ DDSAMF, mostrou
certa sensibilidade, com diferenca

significativa (p=0,04), visto que de sete
animais assim considerados, seis (85,7%)
possufam  acimulo PG nas  seccOes
histolégicas das bidpsias de LN.
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Figura 5. Seccdes transversais do ligamento da nuca. 305,25x. A-B. Ligamentos da nuca higidos. A.
Visualizacdo dos fibrécitos (seta), esparsamente distribuidos entre as fibras ligamentares. HE. B.
Distribuicdo homogénea de proteoglicanos entre as fibras ligamentares. AB pH 2,5. C-D.
Ligamentos acometidos. C. Aumento acentuado da basofilia da substancia fundamental amorfa
(setas) e do espacamento entre as fibras. HE. C. Areas multifocais com actimulos de proteoglicanos
entre os feixes ligamentares, demonstrados pela coloracdo azulada intensa (setas). AB pH 2,5.
Barra: 1cm = 1000pm.



Fig 5
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3.4 DISCUSSAO

De acordo com Alves (2008), um dos métodos
invasivos de avaliagdo do tecido cicatricial
mais utilizado em estudos experimentais € a
bidpsia tendinealigamentar, com subseqiiente
exame histopatoldgico. O exame
histopatolégico possibilita a avaliacdo das
fibras coldgenas, celularidade, vascularizagdo
e grau de organizagdo da MEC do tecido
observado.

A técnica de bidpsia de LN, praticada nos
animais do presente estudo, foi desenvolvida
previamente em um piloto com trés animais. O
procedimento provou ser seguro e vidvel para
a colheita de amostras de LN, visando o
diagnéstico  histolégico da  DDSAMF
conforme sugerido por Halper et al. (2006). O
procedimento de bidpsia praticado nos
animais deste estudo pode ser classificado
como minimamente invasivo, uma vez que foi
realizado sem a necessidade de administrar
sedativos, estando os animais contidos em
brete e sob efeito de anestesia local por
infiltracdo, o que foi suficiente para realizagdo
da referida bidpsia. Adicionalmente, outro
aspecto que reforca essa classificagio é a
espessura da canula de bidpsia 14G,
semelhante a de uma agulha hipodérmica ou
cateter utilizados na rotina clinica. O
procedimento de bidpsia, a sutura e retirada de
pontos ndo aparentaram acarretar incomodo
intenso nos animais.

Foi observado aumento na intensidade de
coloracio da MEC pelo AB pH 2,5, de
distribui¢do irregular, nos cortes histolégicos
de LN de nove animais (60%) deste trabalho.
Considerando que o corante AB reage
especificamente com os mucopolissacarideos
(Luna, 1968), o aumento da intensidade
azulada, devido ao acimulo de PG na MEC,
permitiu a utilizagdo do controle positivo para
avaliacdo histologica das amostras de LN.
Portanto, as demais amostras foram
classificadas sem dificuldades, pois as
alteragdes histologicas dos animais positivos
para acimulos de PG encontradas foram
claramente distinguiveis dos tecidos higidos.

O critério baseado na presenca de angulos
dorsais das AMF inferiores ou iguais a 146",
como sinal clinico para a suspeita de
DDSAMF, mostrou certa sensibilidade, com
diferencga significativa (p=0,04), visto que de
oito animais assim considerados, sete (87,5%)
possufam  acimulo PG nas  secches
histolégicas das bidpsias de LN. Esses
resultados estdo muito préximos dos descritos
por Halper et al. (2006), que verificaram esses
achados em 8947% das amostras de LN de
eqiiinos com suspeita de DDSAMF. A
correlacdo positiva encontrada entre o
acimulo de PG em amostras de LN e sinal
clinico de reducdo do dngulo dorsal da AMF,
comprova a natureza sistémica da DDSAMEF,
como observado por Halper et al. (2006).

Por outro lado, € importante ressaltar a
ocorréncia de acimulos de PG em amostras de
trés animais (20%) com angula¢do dorsal das
AMF acima de 146°, bem como a observacio
de um animal (6,6%) considerado suspeito
pela avaliacdo dos angulos das AMF sem
acimulo de PG. Essas ocorréncias significam
que os achados histolégicos nem sempre estao
relacionados com a intensidade da
manifestacio clinica, o que estd parcialmente
de acordo com Halper et al. (2006), quando
afirmaram que a intensidade dos achados
histolégicos de amostras de LS ndo se
correlaciona diretamente com a manifestagdo
clinica. Estes fatos também foram ressaltados
por Mero (2006), em que apenas alguns
animais portadores de DDSAMF desenvolvem
os sinais clinicos como redu¢do dos angulos
dorsais das AMFs.

Pode-se sugerir que estes resultados sdo
devido as alteragdes histoldgicas precederem a
alteracdo clinica, o que explica o fato de
existirem animais clinicamente
assintomaticos. Animais acometidos
desenvolveriam os sinais clinicos, de acordo
com a caracteristica cronica, de progressiao
lenta das alteragdes histolégicas, acumuladas
com o sobresfor¢co e avanco da idade.

Com relagdo ao animal que apresentou
angulos dorsais da AMF < que 146°, sem
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evidéncia de acimulo de PG em sua amostra,
deve ser considerado que a auséncia de
acimulos de PG em uma amostra de
ligamento ndo o exclui da possibilidade de ser
portador da DDSAMF, pois o tamanho
reduzido do fragmento de LN pode restringir a
avaliacdo, conduzindo o examinador a
possibilidade de falso negativo. Por outro
lado, a angulacio da AMTF pode ser
influenciada por condi¢cdes outras além da
DDSAMF, como afecgdes articulares, dos
tenddes e conformagao.

O uso do artrogonidmetro para a medida do
angulo da AMF, realizado neste estudo,
representa um método de triagem eficiente
para a classificagdo de animais em suspeitos e
clinicamente higidos, desde que se tenha o
padrio de cada raca, pois além de se mostrar
uma técnica versatil, possibilita a comparagéo
dos valores com a média da populagio.

Ainda nao se conhece o PG que predomina na
DDSAMF. Considerando a importancia dos
PG na regulacdo do tamanho das fibras de
coldgeno, uma alteracdo qualitativa destas
moléculas podem resultar em fibras mais
curtas e delgadas, como observadas por
microscopia eletrdnica por Halper et al
(2006), comprometendo as caracteristicas
biomecanicas dos ligamentos, assim como o
aumento dos espacos entre as fibras pode
resultar em decréscimo da resisténcia tecidual,
refletindo na reducdo do dngulo da AMF.

A influéncia do fator sexo no desenvolvimento
de sinais clinicos de DDSAMF foi
mencionada por Mero (2006), e certamente
estd relacionada com o ciclo reprodutivo com
suas oscilagdes enddcrinas e metabdlicas
fisioldgicas, as quais influenciam as diversas
propriedades dos tecidos organicos como um
todo. Portanto, sob o ponto de vista clinico,
além da faixa etdria, € importante considerar o
fator sexo e a presenca de gestacdo avangada
quando da utiliza¢do das medidas dos dngulos
dorsais das AMF como pardmetro sinalizador
da presenca de DDSAMF. Neste trabalho a
populacdo foi constituida por éguas em
diferentes idades, ficando assim a possivel
influéncia dos hormdnios presentes em todas

as amostras de LN estudadas.

A auséncia de vasos ou nervos nos cortes
histolégicos de LN corados por HE pode ser
explicada pelo tamanho reduzido da amostra
colhida pela bidpsia e a predominancia de
fibras estruturais, elasticas e MEC deste
ligamento. As alteragdes teciduais encontradas
com auséncia de células inflamatdrias foram
também observadas por Halper et al. (2006)
em eqliinos suspeitos de serem portadores de
DDSAMEF.

Os mecanismos de reparo e remodelacdo em
resposta consecutiva a afec¢des ainda ndo sio
completamente conhecidos em se tratando de
ligamentos. Tais mecanismos apresentam
particularidades aumentadas em se tratando do
ligamento suspensério que, devido ao estagio
evolutivo em que se encontram os eqilinos,
possui caracteristicas situadas nas interfaces
de tecido muscular e tendineo. Por essas e
outras razdes ficam claras as necessidades de
mais pesquisas tendo como objeto o tecido
ligamentar (Schwarzbach et al., 2008), uma
vez que as informacdes na literatura sobre
patofisiologia de desmopatias sdo escassas e
quase sempre extrapoladas de trabalhos em
tecido tendineo.

3.5 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que este experimento foi
realizado e diante dos resultados obtidos,
pode-se concluir o seguinte:

* A técnica de bidpsia do LN, desenvolvida
neste estudo, que se mostrou pritica e
vidvel, permite a realizacdo do exame
histolégico em eqiiinos vivos, nao relatada
até o momento, na literatura consultada.

* A correlagdo positiva entre animais com
sinais clinicos de reducdo do angulo AMF

e animais apresentando alteracdes
histolégicas do LN demonstra a
dependéncia  entre estas  varidveis,

subseqiientes a distribuicdo sistémica da
DDSAMF

* A correlagdo positiva da presenca de
acimulos de PG no LN e animais
clinicamente  suspeitos aumenta a
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credibilidade da avaliacdo do angulo da
AMF, quando considerado o dngulo limite
de 146° , entre sauddveis e suspeitos de
DDSAMF.

A medida do angulo da AMF deve ser
utilizada em conjunto com a avaliagdo
histolégica de tecidos acometidos pela
DDSAMF para a realizacdo de um
diagnéstico conclusivo.

III. CONCLUSOES GERAIS

A partir dos trés estudos realizados neste
trabalho pode-se afirmar que existem
animais  suspeitos de  desmopatia
degenerativa do suspensdrio da articulagdo
metatarsofalangiana  (DDSAMF)  dos
eqiiinos estudados. Os achados
histolégicos confirmam a possibilidade de
ser uma afecg¢do generalizada, enaltecendo
o exame histolégico de ligamentos como
principal método de diagndstico, que
ainda deve ser complementar. Da mesma

forma, a morfometria angular de eqiiinos
representa  um método de triagem,
permitindo a classificagcdo de animais
higidos a suspeitos de DDSAMF de um
plantel. O exame do ligamento da nuca
demonstra ser mais preciso quando
comparado 4 avaliacdo histoldgica do
ligamento suspensorio, pois apresenta
maior sensibilidade e menor prejuizo em
animais vivos, podendo ser viabilizado por
meio de bidpsia.

Pode-se concluir que a afeccio estudada é
degenerativa e ndo inflamatéria e,
portanto, deve ser denominada desmopatia
e nao desmite.

Este trabalho, envolvendo a DDSAMF é
pioneiro no Brasil, despertando a
curiosidade da comunidade cientifica,
representando o inicio das pesquisas desta
afeccdo no pafs.
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