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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da terapia por ondas de
choque extracorporeas na desmite induzida experimentalmente no ligamento
suspensorio do boleto do membro pélvico em equinos. Foram utilizados 10 equinos
adultos submetidos a indugcdo da lesdo através de injecdo de colagenase no
ligamento suspensorio do boleto de ambos os membros pélvicos. Apds a indugéo da
lesdo, foram feitos o controle e a avaliacdo das lesbes por ultra-sonografia e por
parametros clinicos. Os animais foram submetidos ao tratamento por ondas de
choque de um dos membros pélvicos, por trés sessdes, com intervalo de trés
semanas, € o0 membro contralateral foi deixado sem tratamento para servir como
controle. A evolucido da reparagao foi avaliada por pardmetros clinicos, por ultra-
sonografia e, ao final do experimento, através de biopsia para analise
histopatoldgica, imunoistoquimica e ultra-estrutural. Na avaliagao ultra-sonografica,
foi observado maior percentual de reducao da area de lesdo e melhora dos escores
de paralelismo das fibras do membro tratado. Na avaliacdo histopatolégica, os
membros tratados apresentaram menor proliferacdo de vasos e fibroplasia. Na
avaliacdo ultra-estrutural, os membros tratados apresentaram um aumento na
quantidade de fibras colagenas de menor didametro nos membros tratados, refletindo
a formagdo de novas fibrilas de colageno, e na analise imunoistoquimica os
membros tratados apresentaram maior expressao de TGFf3 — 1. A terapia por ondas
de choque extracorporeas mostrou efeito positivo nas desmites experimentalmente
induzidas nos equinos

Palavras-chave: Desmite; Equinos; Ondas de choque, Ligamento suspensorio



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effects of the extracorporeal shock
wave therapy in experimentally induced suspensory desmitis on equine hind limb.
Ten horses were submitted to collagenase injection in the suspensory ligament of
both hind limbs. Ultrasound and clinical evaluation of the lesions was performed, and
the horses were submitted to extracorporeal shock wave therapy in one of the hind
limbs, three treatments, with interval of three weeks. The other hind limb was left
untreated as control. The evolution of the healing process was monitored clinically
and by ultrasound, and at the end of the study a biopsy was made to histopathology,
immunocitochemistry and ultra structural evaluation. At the ultrasound evaluation, a
greater proportion of reduction of the lesions and improvement of the parallelism
scores were observed on treated limbs. At histopatological evaluation, treated limbs
presented less fibroplasia and vascular proliferation. At ultra structural evaluation,
treated limbs presented an increase in amount of small collagen fibrils, reflecting
newly formed collagen fibrils. At immunocytochemistry, treated limbs presented
greater expression of TGFp — 1. The extracorporeal shock wave therapy had shown
positive effects on experimentally induced desmitis in equine.

Key words: Desmitis; Equine; ESWT; Shock waves; Suspensory ligament.
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1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. CONSIDERAGOES GERAIS

As estruturas ligamentares dos membros dos equinos sao freqientemente
acometidas por lesdes denominadas desmites. Essas lesbes prejudicam a
capacidade funcional locomotora do animal, fazendo com que muitas vezes nao
retornem ao seu desempenho anterior. As desmites do musculo interésseo médio ou
ligamento suspensoério do boleto representam, segundo Cowles (1994, 2000), uma
causa comum de claudicagcao em equinos atletas, com alta taxa de reincidéncia. As
alteragdes histoldgicas sdo bastante semelhantes as que ocorrem nas tendinites do
flexor digital superficial (GIBSON & STEEL, 2002; POOL, 1992; DENOIX, 1994). O
ligamento suspensério do boleto, também denominado musculo interésseo médio,
tem variagdo em seu conteudo muscular de 2 a 11 %, sendo simétrico bilateralmente
(DYSON, 2000).

O ligamento suspensério do boleto tem por fungdo primaria prevenir a
excessiva extensdo da articulagdo metacarpofalangica durante o apoio do peso
sobre 0 membro. As lesbes do ligamento suspensoério do boleto resultam da
excessiva tensdo, quando a habilidade elastica do ligamento é superada pela carga
ténsil, e das microlesdes repetitivas, resultantes da carga mecanica repetida durante
0 exercicio, que levam a ruptura das fibras, com subsequente resposta inflamatéria e
degenerativa (ALMEKINDERS & TEMPLE, 1998). A lesdo também pode se
desenvolver secundaria ao trauma direto ou a lesdes periligamentares (ROSS,

1997). O ligamento suspensoério tem sua origem no membro toracico a partir do
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ligamento palmar carpal e da porgao proximal palmar do osso terceiro metacarpico,
enquanto no membro pélvico origina-se principalmente da porgéo proximal plantar
do osso terceiro metatarsico, relacionando-se intimamente com a capsula das
articulacdes intercarpica média e carpometacarpica, no membro toracico, e com a
capsula da articulagao tarsometatarsica, no membro pélvico. O corpo do ligamento
continua distalmente entre os ossos segundo e quarto metacarpico ou metatarsico e,
na altura do terco distal do osso terceiro metacarpico ou metatarsico, se divide em
dois ramos, que se inserem nos 0ssO0s sesamoides proximais. Ramos extensores
seguem obliquamente e se juntam ao tend&do extensor digital comum na porgao
dorso-proximal do osso falange proximal (DYSON, 2000; MOYER et al., 1989). Trés
regides do ligamento suspensorio sdo freqientemente acometidas pela lesdo: a
extremidade proximal, o corpo e os ramos distais (DYSON, 2000). Pequenas fraturas
por avulsdo podem ocorrer na origem ou na inser¢ao do ligamento suspensério do
boleto (POOL, 1992). A lesdo do ligamento resulta em hemorragia capilar e
inflamacao no local da leséo. A cicatrizagdo ocorre pela formagao de um coagulo de
fibrina e pelo aporte de fibroblastos. A deposi¢cao de colageno ocorre primeiramente
de uma forma desordenada ao longo das cadeias de fibrina. O amadurecimento
gradativo da cicatriz leva a reorientagdo das fibras de colageno ao longo das linhas
de tensdo. As fibrilas ligamentares, compostas primariamente por colageno tipo |,
sdo agregadas em feixes complexos. O tecido ligamentar cicatricial apds a leséao
contém quantidade substancial de colageno tipo Il (MADISON, 1995; GOODSHIP,
1993), e esta cicatriz inelastica formada no ligamento suspensério do boleto

predispoe a reincidéncia da lesdo, a diminuigdo da fungao de deslizamento entre as
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estruturas e a reducgao do limite elastico do ligamento cicatrizado (GAUGHAN et al.,
1991; ROSS, 1997).

A claudicacao por essa enfermidade pode ser variavel, mas a maioria dos
animais afetados demonstra dor a pressao digital profunda sobre o ligamento
(MOYER et al.,, 1989). A claudicacéo pela desmite do suspensério no membro
pélvico geralmente é mais persistente e reincidente (DYSON, 19952 1995°) e pode
ser evidenciada com a flexdo ativa distal ou proximal do membro, aumentando a
carga sobre o ligamento no momento da locomogao. A alta taxa de reincidéncia das
desmites do suspensoério no membro pélvico pode ser em parte devida a pressao
nos nervos metatarsicos plantares adjacentes. A incidéncia de lesao bilateral € maior
do que nos membros toracicos. Anormalidades de conformacdo, como a
hiperextensdo da articulagdo metacarpofaldngica e a menor angulagdo da
articulacdo tibiotarsometatarsica, podem predispor a lesdo e aumentar sua
reincidéncia (DYSON, 2000, 1996).

O tratamento das desmites em animais atletas & controverso. A literatura
mostra resultados positivos e negativos. Varios tratamentos tém sido propostos para
as desmites do suspensoério do boleto, incluindo repouso, protocolos de exercicio
controlado, inje¢des intralesionais, corticoterapia, tratamento antiinflamatério e
ferrageamento corretivo (MC CLURE & EVANS, 2002). Tamanha variedade de
tratamentos atesta que trazem beneficio limitado e alcangam resultado insatisfatorio,
além de frustragdo pelo longo tempo de repouso necessario para a reparagao
adequada das estruturas lesadas, e pela propensao a reincidéncia e formacgao de
aderéncias (MURPHY & NIXON, 1997). A resposta ao tratamento das desmites do

suspensorio do boleto do membro pélvico € muito pequena, mesmo com tempo de
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repouso prolongado e exercicio controlado, em comparagdo com a resposta no
membro toracico, tornando necessarias mais investigagbes sobre essa afeccgao.
LesGes diagnosticadas e tratadas precocemente apresentaram melhores resultados
do que casos mais crénicos (DYSON, 1994, 1995% 1995°, 1996, 2000). O
tratamento ideal é aquele sem formacao de aderéncias e com melhor alinhamento
das fibras tendineas (GAUGHAN, 1991). Novos tratamentos, como a terapia por
ondas de choque extracorpoéreas, podem ser uma alternativa (CAMINOTO et al.,
2003; MC CLURE & EVANS, 2002; BOENING, 2000; DYSON, 2000; LOFFELD,

2000; FUSETTI, 1998).

1.2. INDUGAO DA LESAO POR APLICAGAO DE COLAGENASE

A indugcdo da lesdo através da injecado intraligamentar de colagenase
purificada de origem bacteriana € o modelo experimental que mais se assemelha a
desmite desenvolvida naturalmente, nos aspectos clinicos e histoldgicos, causando
destruicdo das fibras colagenas ligamentares, através da solubilizagdo do colageno
e da destruigdo celular e da matriz ndo colagena. O grau de severidade da leséo
varia de animal para animal, com a mesma dose e local de aplicagdo da colagenase
(ALVES, 20012, 2001°,1998; GAUGHAN et al., 1991; REDDING et al., 1999; GIFT et
al., 1992; GAUGHAN et al., 1995; VAN DER BELT et al., 1993; FOLAND et al., 1992;
KEG et al., 1992; KEG et al., 1996).

As lesdes induzidas pela colagenase evoluem até aproximadamente 30 dias e
subsequentemente comegam a diminuir e a cronificar. Histologicamente, um dia

ap6s a injecdo de colagenase, a matriz encontra-se quase completamente
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dissolvida. Fragmentos de colageno podem ser encontrados envolvidos por fibrina e
exsudato. Um grande numero de eritrécitos e leucdcitos polimorfonucleares se
encontra nas areas lesadas. Uma semana apés a leséo, ocorre a organizagao do
exsudato. Os fibroblastos que migraram para a area lesada secretam matriz
extracelular. Os macréfagos fagocitam debris celulares, fibrina e eritrocitos.
Leucdcitos polimorfonucleares se encontram presentes nos pequenos vasos
sanguineos que comegam a proliferar no tecido de granulagdo. Quatro semanas
apos a lesao, o tecido neoformado € densamente povoado por fibroblastos e células
mononucleares, € novos capilares podem ser observados. As células alongadas do
tecido conjuntivo se encontram dispostas de forma aleatéria. Oito semanas apods a
lesdo, a deposi¢ao de matriz extracelular € mais proeminente, e vénulas e arteriolas
podem ser observadas além dos capilares (ALVES, 20012, 2001°; GAUGHAN et al.,
1991; REDDING et al., 1999; GIFT et al., 1992; GAUGHAN et al., 1995; VAN DER
BELT et al.,, 1993; FOLAND et al., 1992; KEG et al., 1992; KEG et al., 1996;

WILLIAMS et al., 1984).

1.3. FISIOPATOLOGIA DA LESAO E REPARAGAO LIGAMENTAR

As estruturas ligamentares dos equinos sao frequentemente acometidas por
lesdes que se desenvolvem por diferentes mecanismos e que levam a alteracdes
degenerativas e inflamatérias de diferentes graus de intensidade. A reparacéo
dessas lesbes frequentemente falha em restaurar as caracteristicas morfofuncionais
normais e compromete o futuro desempenho atlético do animal ou predispde a um

maior risco de recorréncia da lesdo (GOODSHIP et al., 1994).
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As lesdes ligamentares resultam em separacao das fibras do ligamento ou
tendao, ocorrendo hemorragia de arteriolas e capilares locais, levando a formagéao
de hematoma no interior do ligamento, com atracdo de neutrdfilos para o local e
deposigao de fibrina. Ocorre congestao e edema no local, podendo haver isquemia e
necrose celular. A presenca do exsudato inflamatério agudo leva a liberagéo de
proteases e colagenases, que promovem extensa degradagao enzimatica das fibras
colagenas e da matriz extracelular.

O padrao microscopico das alteragbes degenerativas do tecido colagenoso
denso, em seu eixo longitudinal, inclui a perda do nucleo dos fibroblastos e a perda
da coloragao das fibras de colageno, ruptura da sub-estrutura fibrilar, com perda da
definicdo das fibrilas individuais de colageno, fibrilagdo da matriz extracelular,
presenca de areas mistas de acelularidade e proliferagdes lineares de fibroblastos,
que podem sofrer metaplasia condréide e degeneragdo amorfa da matriz extracelular
(POOL, 1996).

O processo de reparacéao ligamentar envolve a participagdo de componentes
extrinsecos, através do tecido conjuntivo frouxo que envolve o ligamento, e
intrinsecos, através da proliferacdo de fibroblastos ativos para a cicatrizacao local. A
lesdo ligamentar depende da populagédo celular extrinseca, proveniente do tecido
mesenquimal indiferenciado perivascular, para a sua reparacao, levando a formacéao
de tecido de granulagéo, que forma tecido fibroso para a reposi¢do dos fasciculos
danificados do tendao ou do ligamento (POOL, 1996).

A reparacao tendinea e ligamentar envolve uma fase inflamatoéria, uma fase
proliferativa e uma fase de remodelamento. A fase inflamatdria ocorre trés a sete

dias apds a lesédo, onde ocorre a migragao celular extrinseca, a partir dos tecidos
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peritendineos e periligamentares, resultando no rapido preenchimento da lesdo com
hematoma, tecido de granulacao e debris teciduais. Os fibroblastos migrantes ainda
desempenham um papel fagocitico, e se encontram dispostos em um padrao radial
em relacdo a direcao das fibras. A estabilidade biomecanica é dada pela fibrina. Ao
redor do quinto dia, os fibroblastos comegam a sintetizar colageno, que inicialmente
se apresenta com uma orientacdo espacial aleatéria. Durante a quarta semana,
aumenta a proliferacdo de fibroblastos de origem intrinseca, que sintetizam e
reabsorvem o colageno. O tecido neoformado comega a amadurecer, e as fibras de
colageno progressivamente comegam a se orientar de acordo com a diregdo das
linhas de for¢a sobre o tenddo ou ligamento. Essa fase da reparagao continua até
dois meses apds a lesao inicial. A estabilidade final é adquirida durante o
remodelamento induzido pela utilizagao fisioldgica normal do tendao ou ligamento, o
que auxilia na reorientagado das fibras de colageno. As ligagdes cruzadas entre as
fibrilas de coldgeno aumentam a forga ténsil da estrutura. Durante essa fase de
reparagdo, o colageno tipo | é produzido em substituicdo ao colageno tipo llI,
aumentando a resisténcia do tecido. Apesar desse remodelamento, o tecido
cicatricial permanecera sempre mais hipercelular do que o tecido nao lesado

(MAFFULLI et al., 2002).

1.4. TERAPIA POR ONDAS DE CHOQUE EXTRACORPOREAS

Na medicina humana, a litotripsia extracorpérea por ondas de choque é um

procedimento terapéutico de efeito comprovado para o tratamento de calculos

renais. Nos ultimos anos, a terapia por ondas de choque extracorpéreas (TOC) tem
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sido utilizada para enfermidades ortopédicas em humanos, principalmente nas
tendinites e desmites de insercdo crbnicas, refratarias a outras terapias
convencionais (HAUPT, 1997; BOENING, 2000), como a epicondilite umero-radial
(ROMPE et al., 1996; PERLICK et al., 1999), a tendinose calcarea (SPINDLER et al.,
1998; SEIL et al., 1999), e o esporédo de calcaneo (KRISCHEK et al., 1998;
SISTERMANN & KATTHAGEN, 1998; COSENTINO et al., 2001), com efeito
analgésico clinicamente significativo (MEIER et al., 2000; COSENTINO et al., 2001).

Uma onda de choque € uma onda de pressao caracterizada por uma alta e
rapida pressao de pico, com curta duragcdo do pulso, seguida por uma rapida
descompressao, até a pressdo negativa. As ondas de choque podem ser geradas de
varias formas, como a partir de efeito eletrohidraulico, piezoelétrico, eletromagnético
ou energia pneumatica que, neste caso, gera as ondas de pressado radiais
(QUIRION, 2000; LOFFELD, 2000). O sistema eletrohidraulico (Spark Gap) usa um
eletrodo submerso em um compartimento com um refletor elipsdide. Uma faisca
elétrica é gerada entre as extremidades desse eletrodo, onde ocorre a vaporizagéao
das moléculas de agua, gerando uma onda de choque esférica, que é refletida pelo
elipsdide metalico da parede interna para o tecido alvo.

Os parametros fisicos mais importantes para o tratamento de enfermidades
ortopédicas através das ondas de choque sao a distribuicdo da pressao, a
densidade energética e a energia acustica total (OGDEN et al. 2001). Quatro fases
das agbes das ondas de choque sobre os tecidos foram postuladas por Haupt
(1997): na fase fisica inicial, ocorrem cavitagdes extracelulares, ionizagdo das
moléculas e aumento da permeabilidade das membranas, e séo efeitos diretos das

ondas de choque. Na fase fisico-quimica subsequente, ocorre a difusdo de radicais



22

e interagdes com biomoléculas (em ambas as fases sao observadas lesdes
mitocondriais). Depois ocorrem as fases quimica, acompanhada de reacdes
intracelulares e alteragbes moleculares, e bioldgica, onde ocorre a persisténcia das
alteracdes. Muitas das interagcdes teciduais ainda n&o estdo completamente
esclarecidas. Ogden et al. (2001) presumem que nos tecidos moles ocorra a micro-
ruptura do tecido denso fibrético pouco vascularizado, possibilitando o
desenvolvimento microvascular inicial, seguido pela reparagao tecidual adequada. O
efeito osteogénico foi demonstrado na maioria dos estudos (VALCHANOU &
MICHAILOV, 1991; DELIUS et al. 1995; HAUPT, 1997; SIEBERT & BUCH, 1997;
ROMPE et al., 1998; IKEDA et al., 1999; MC CLURE et al., 2000). Estudos recentes
sugerem um efeito positivo das ondas de choque sobre a concentragdo de Fator de
Crescimento Transformador Beta 1 (TGFB-1), que tem um efeito quimiotatico e
mitogénico nas células osteoblasticas (WANG et al., 2000).

Novos estudos ainda serdo necessarios para determinar os niveis de energia
e a quantidade de impulsos adequados para cada enfermidade e tipo de tecido, pois
os efeitos biolégicos sdo dose-dependentes, (HELLER & NIETHARD, 1998; ROMPE
et al., 1998; OGDEN et al., 2001). As ondas de choque tém um efeito citodestrutivo
dose-dependente em células em suspensdo in vitro, mas também tém influéncia
estimulante dose-dependente no processo de cicatrizagdo de tecidos lesados. O
efeito citodestrutivo € imediato e cessa dentro de 24 horas. O mecanismo do efeito
estimulante da regeneragdo tecidual das ondas de choque ainda esta sendo
investigado, podendo possivelmente ser usado para o tratamento das tendinites
estéreis (JOHANNES et al., 1994). Chen et al.(2001), sugerem que a promog¢éo da

osteogénese pelas ondas de choque ocorre pelo aumento dos osteocondroécitos e
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proliferacdo dos osteoblastos associada a indugcdo da TGF-p1 e expressdes
protéicas relacionadas ao osso. Ammendolia e Donato (2001) estudaram o efeito
das ondas de choque radiais nos tecidos moles em humanos: o ligamento, a
microscopia Optica, apresentou leve esclero-hialinose estromal com aumento da
producao de colageno e fibroblastos ativados, incluindo a presenga abundante de
reticulo endoplasmatico rugoso e o tecido muscular apresentou aumento do tecido
conjuntivo intersticial com aumento das mitocondrias subsarcolemais e um leve
aumento nos lipideos.

As vantagens da terapia por ondas de choque extracorpdreas sdo a baixa
taxa de complicacbes e o fato de ser um procedimento ambulatorial ndo invasivo.
Diferentes protocolos de aplicacdo podem ser usados, desde que a quantidade total
de energia utilizada para o tratamento seja a mesma (KRISCHEK et al., 1998; SEIL
et al., 1999; SCHADEN et al., 2001; WANG et al., 2001). Os efeitos colaterais s&o
locais, como edema, hematomas e petéquias, sem complicagdes maiores. As
contra-indicacbes sao relacionadas a presenca de placa epifisaria, tecido alveolar,
cerebral, medular ou neoplasia no local de aplicagao ou alteragdes sistémicas como
infeccdo aguda, coagulopatia ou gestagao (SCHADEN et al., 2001).

Em medicina veterinaria ainda existem poucos relatos do uso da terapia por
ondas de choque extracorpdreas, que tem se mostrado uma terapia bastante
promissora para algumas lesdes refratarias aos tratamentos convencionais, como as
tendinites e desmites cronicas (BERTA, 1998; BAR et al. 2000; MC CLURE &
EVANS, 2002). Varios relatos citam a utilizagao da terapia por ondas de choque para
o tratamento das desmites do ligamento suspensoério do boleto em equinos

(DONATI, 1998; BREMS et al., 1999; BOENING, 2000; LOFFELD, 2000). Existem
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relatos da utilizagdo para o tratamento da podotrocleose (BAR et al., 2001), e para
enfermidades d&sseas intra e extra-articulares, com resposta antialgica positiva
(FERRARIO & NASSA, 1998). Fusetti (1998) relata o tratamento de vinte e dois
equinos com tendinites crbnicas ou agudas dos tenddes flexores, com resposta
positiva demonstrada pelo realinhamento das fibras, documentado ecograficamente
trinta a quarenta dias apds o tratamento. Outras aplicacbes baseadas em relatos
clinicos sdo as microfraturas do osso terceiro metacarpico e calcificagdes tendineas
em equinos (QUIRION, 2000). Mc Carrol e Mc Clure (2002) sugerem que a terapia
por ondas de choque seja utilizada para o tratamento da osteoartrite das
articulacdes tarsometatarsica e intertarsica distal. A utilizagcdo da terapia por ondas
de choque extracorporeas na desmite induzida em equinos foi relatada por Mc Clure
e Evans (2002), e as lesdes tratadas cicatrizaram significativamente mais rapido do

que as utilizadas como controle, quando comparadas ultra-sonograficamente.

1.5. AVALIAGAO DO PROCESSO DE REPARAGAO

O processo de reparacao pode ser monitorado por métodos nao invasivos
como a ultra-sonografia, ou invasivos, através da coleta de bidpsias para exame
histopatolégico, podendo-se utilizar a associagdo de técnicas, como a
imunoistoquimica e a analise ultra-estrutural através da microscopia eletrénica de
transmissao.

O diagndstico ultra-sonografico € comprovadamente o mais indicado para
confirmar a presenga ou auséncia de lesdo no ligamento suspensoério do boleto,

através da identificagdo qualitativa dos feixes de fibras hipoecdicas e da medida da
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area de superficie no corte transversal, possibilitando o monitoramento da
cicatrizagao tendinea e a graduacgao da lesdo (FOLAND et al., 1992; GENOVESE et
al., 1997; GILLIS, 1997). O prognéstico das desmites tem sido correlacionado as
alteragdes ultra-sonograficas (DYSON, 1992; GILLIS, 1997). O diagnéstico ultra-
sonografico das desmites do suspensério do boleto pode apresentar as seguintes
anormalidades: aumento de volume do ligamento; pouca definicdo de uma ou mais
margens do ligamento, especialmente da margem dorsal; presenga de uma area
central hipoecodica bem delimitada; uma ou mais areas hipoecodicas pouco definidas;
ou ainda uma grande area com reducgao difusa da ecogenicidade. No diagndstico
radiografico das desmites de insergdo do suspensorio, as seguintes anormalidades
podem ser vistas no 0sso terceiro metacarpico ou metatarsico: esclerose do padrao
trabecular na projegao dorso-palmar ou dorso-plantar; alteragdo da orientacdo do
padrao trabecular dorsal a cértex, com ou sem esclerose, na projecao latero-medial,
ou formagdo de entesedfito no aspecto palmar ou plantar. As alteracbes
radiograficas sdo mais comuns nos membros pélvicos do que nos membros
toracicos (COWLES et al. 1994; DYSON, 1991,1995%; 1995°; STICKLE et al., 1996).

A avaliagao histopatolégica dos tenddes ou ligamentos permite a qualificagao
da reparacao tecidual, com a avaliagdo das fibras colagenas, da celularidade, da
vascularizagédo e do grau de desorganizacéo da matriz extracelular. Muitas técnicas
de coloracao foram desenvolvidas, como as coloragdes tricrdmicas, para permitir a
que as fibras colagenas sejam evidenciadas (ALVES, 1998; CREVIER-DENOIX et
al., 1998).

A andlise ultra-estrutural permite a caracterizagdo da morfologia celular, da

capacidade de produzir componentes da matriz extracelular e das caracteristicas
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das fibras colagenas. O processo de reparagao deve conter uma grande quantidade
de fibroblastos ativos, com suas organelas, em especial o reticulo endoplasmatico
rugoso aumentado em dimenséo e quantidade (DAHLGREN et al. 1997; ALVES et
al., 2002).

A imunoistoquimica pode ser considerada como a demonstragao do antigeno
em secgles teciduais através da utilizacdo das interagbes especificas antigeno-
anticorpo, pela ligagao de um marcador ao antigeno, permitindo a identificacéo e
caracterizagao da expressdao de uma determinada substancia em um fragmento de
tecido, com a preservacdo de sua arquitetura normal. A escolha da técnica
adequada deve ser baseada em parametros como o tipo de tecido sob investigacao
e o grau de sensibilidade necessaria (GIMENO et al., 2002).

O Fator de Crescimento Transformante B (Transforming Growth Factor B -
TGFB) é uma citocina relacionada a reparagéo tecidual, cujas fung¢des incluem o
estimulo para a migragao de fibroblastos e macrofagos, para a angiogénese e para a
producao de colageno, a regulagdo da atividade das proteinases e o aumento na
atividade dos inibidores teciduais das metaloproteinases. Esse fator de crescimento
afeta o processo de reparacao tecidual e desempenha um papel essencial na
resolucdo do processo inflamatério. Apesar de sua acdo pro-inflamatéria na fase
inicial da reparacao tecidual, o TGFB participa na modulagédo da deposi¢gdo de
componentes da matriz extracelular. O TGF aumenta significantemente a sintese
de colageno, fibronectina e glicosaminoglicanos pelos fibroblastos (CHANG et al.,
1997). Essa citocina tem sido considerada recentemente como capaz de influenciar
tanto processos fisioldgicos como patolégicos. O TGFj se apresenta sob uma forma

latente e s6 se encontra apto a desempenhar suas fungbdes e se ligar ao seu
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receptor apds sua ativagao por protedlise ou acidificagao. O efeito da forma ativa do
TGFpB na proliferagdo dos fibroblastos € bifasico, mostrando uma alta proliferacao de
fibroblastos em resposta a baixas concentracbes da forma ativa, e um efeito de
supressao da proliferagdo em resposta a altas concentracbes da forma ativa do
TGFB, demonstrando sua capacidade de auto-regulagdo (GHAHARY et al., 2002;
BORDER & RUOSLAHTI, 1992). Existem poucos estudos relatando a agédo das
ondas de choque sobre a concentragdo de TGFB na reparagcdo tendinea e
ligamentar. Wang et al. (2000) sugerem que um dos possiveis mecanismos da agao
das ondas de choque extracorporeas esta relacionado ao TGF.

Foram identificadas trés isoformas distintas de TGFB nos mamiferos: TGFp -
1, TGFB - 2 e TGFp - 3. A isoforma melhor caracterizada € o TGFp - 1.

O TGFp se liga aos receptores de alta afinidade, apds sua ativagéo, para
poder exercer suas acdes teciduais. Esses receptores se encontram presentes na
superficie celular de diversos tipos de células (GHAHARY et al., 2002).

A expressao do TGFB e de seus receptores em tenddes normais € minima,
quando em comparagao ao tenddo com lesao, onde o receptor para TGF tem seu
pico de expressdo aos catorze dias apos a inducdo da lesdo tendinea, e diminui
apoés cinguenta e seis dias, evidenciando seu aumento durante o processo de lesao

e de reparacéo tendinea e ligamentar (NGO et al., 2001).
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2. OBJETIVO

Observar a eficacia e os efeitos das ondas de choque nas desmites induzidas
experimentalmente do suspensério do boleto do membro pélvico dos equinos
através de avaliagbes clinicas, ultra-sonograficas, histopatolégicas,

imunoistoquimicas e ultra-estruturais.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando-se os resultados positivos alcangados em medicina humana
em alteracbes refratarias as terapias convencionais, a n&o-invasividade do
procedimento, a seguranga do tratamento e a inexisténcia de efeitos colaterais
relevantes justificam a importancia do estudo da eficacia e dos efeitos das ondas
de choque para fundamentar seu emprego clinico na reabilitacdo dos equinos
acometidos pelas tendinites e desmites crbnicas.

Existem em medicina veterinaria poucos trabalhos sobre o uso experimental
da terapia por ondas de choque. Novos estudos sdo necessarios para esclarecer
seu efeito nas alteracbes ortopédicas cronicas em equinos e para estabelecer o

protocolo adequado para cada enfermidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO

Foram utilizados dez animais da espécie equina, adultos, sem raca definida,
quatro machos e seis fémeas, clinicamente sadios, em especial quanto ao aparelho
locomotor, que foram submetidos a indugcdo de lesdo com administracdo de
colagenase’ no ligamento suspensdrio do boleto de ambos os membros pélvicos.

Os animais foram mantidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP — Campus de Botucatu, recebendo agua, ragéao
comercial e feno de capim “coast-cross”.

Ao inicio, os animais foram pesados e vermifugados com ivermectin?, na dose
de 200 pg/kg, por via oral, repetida a cada sessenta dias durante o experimento.

O cronograma do delineamento experimental € demonstrado na Tabela 01.

! Collagenase type I, Sigma
* Eqvalan, Merial
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TABELA 01: cronograma do delineamento experimental

& & & A——h——4k t——h——h——h——h—A—
o oo [OX [OX o o o oo [OX
. . . . . . . 29, 20,
R R ERRER R 238 283 58 28
CESCESCESCESCES cES c.E == c.E
<35 |<3% |<3T |<T |<T <35 <35 <G <3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14
ATMDADE x SHVIANA

4.2. AVALIAGAO CLINICA E ULTRA-SONOGRAFICA INICIAL

O exame clinico consistiu da observacao do animal em movimento, a passo e
ao trote, em linha reta e em circulo para ambos os lados, para avaliagado do grau de
claudicagéo e da palpagao profunda do ligamento suspensoério do boleto do membro
pélvico para avaliagdo da sensibilidade a palpagdo. A presenca de claudicacao foi
graduada em escores de 0 a 5, segundo Stashak (1987), onde 0 é a auséncia de
claudicacdo e 5 é a claudicagdo severa, sem o apoio do membro afetado.
Pesquisou-se o aumento de volume, temperatura ou sensibilidade digital profunda a
palpagao da regido da lesdo dos membros tratados. Para a sensibilidade a palpagao

foi estabelecido um escore de avaliagao:
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0 — auséncia de sensibilidade

1 — sensibilidade discreta

2 — sensibilidade moderada

3 — sensibilidade intensa

Os animais foram submetidos ao exame ultra-sonografico, apos tricotomia da
regido metatarsica, face plantar dos membros pélvicos, com o equipamento de ultra-
som linear, com transdutor de 7,5 MHz>. As imagens obtidas foram congeladas e

fotografadas, servindo de controle para os demais exames realizados.

4.3. ADMINISTRAGAO DE COLAGENASE

A administracdo de colagenase foi considerada como o tempo zero do
experimento (S 0) e foi realizada ap6s tranqiilizacdo dos animais com romifidina®, na
dose de 40 ug/kg, por via intravenosa e bloqueio anestésico dos nervos digitais
plantares medial e lateral, na regido metatarsica proximal, com 2 ml de cloridrato de
lidocaina 2% sem vasoconstritor’ em cada ponto. A regido plantar do metatarso de
ambos o0s membros pélvicos foi preparada com tricotomia e anti-sepsia. A
colagenase foi diluida com agua bidestilada estéril e foi injetada na dose de 0,6 ml
(2,5 mg/ml) na regidao lateral do metatarso, atingindo o corpo do ligamento
suspensorio do boleto, com o uso de agulha hipodérmica descartavel 30x8, usando
o ultra-som como guia para o direcionamento da agulha. O local da indugao da leséo

foi mapeado com o ultra-som, de acordo com sua distancia da extremidade proximal

3 SSD 900, Aloka
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do osso calcaneo. Foi realizado o acompanhamento ultra-sonografico da evolugao
das lesdes uma (S 1) e duas (S 2) semanas ap0s a aplicagdo da colagenase.

Foi necessaria uma segunda aplicagdo de colagenase, na dose de 0,5 ml (5,0
mg/ml), no mesmo local da primeira aplicagéo, para a produgéo de lesbées de acordo
com as descritas na literatura para essa técnica, na segunda semana (S 2) apds a
primeira aplicagdo. Novamente foi feito o acompanhamento ultra-sonografico das
lesbes uma (S 3) e duas semanas (S 4) apd6s essa segunda aplicagdo de

colagenase.

4.4. TERAPIA POR ONDAS DE CHOQUE EXTRACORPOREAS

Na quarta semana do trabalho, apés a indugcdo das lesbes com a
administracao de colagenase (S 4), a regiao mapeada dos ligamentos suspensorios
do boleto de um dos membros pélvicos foi tratada, apds tranquilizagdo dos animais
com romifidina, na dose de 40 pg/kg, por via intravenosa, com o animal em posi¢cao
quadrupedal, apds tricotomia da regido e aplicagdo de gel de contato, com o
aparelho de terapia por ondas de choque extracorpdreas®. Esse membro escolhido
foi considerado como membro tratado, e foram feitos trés tratamentos, com intervalo
de trés semanas (S 4, S 7, S 10), ficando o membro contra-lateral ndo tratado como
controle.

Cada aplicacédo da terapia de ondas de choque extracorpéreas (Figura 01A)
consistiu da aplicagao sobre o local mapeado do ligamento, ou seja, local onde foi
produzida a lesdo com a colagenase, de 500 pulsos com a sonda R05 (Figura 01B),

que tem foco das ondas de choque a 5 mm, sobre a face lateral do ligamento (Figura
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01D), 500 pulsos com a sonda R05 sobre a face medial do ligamento (Figura 01E), e
mais 500 pulsos com a sonda R35 (Figura 01C), com foco das ondas de choque a
35 mm sobre a face plantar do ligamento (Figura 01F), de acordo com as doses
utilizadas na literatura, sempre com a intensidade energética E6, de 0,15 mJ/mm?, e

com freqliéncia de pulso de 360.
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D E F

FIGURA 01 (A — F): equipamento de ondas de choque extracorpdreas (A), com as
sondas RO05 (B), R35 (C) e a demonstragao das aplicagdes lateral (D), medial (E) e

plantar (F)
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4.5. AVALIAGAO CLINICA E ULTRA-SONOGRAFICA APOS A APLICAGAO DE

COLAGENASE

A avaliacéo clinica dos animais para determinagcdo do grau de claudicagéo,
sensibilidade das estruturas a palpacédo e observagao de alteragdes locais foi feita
antes do inicio do tratamento (S0), uma e duas semanas apds cada aplicagdo de
colagenase (S1, S2, S3, S4), antes de cada tratamento com a terapia por ondas de
choque extracorpéreas (S4, S7, S10) e nas avaliagbes posteriores duas e quatro
semanas apos o fim do tratamento (S 12, S 14).

Os ligamentos suspensorios do boleto dos membros pélvicos foram avaliados
ultra-sonograficamente antes do inicio do tratamento, uma e duas semanas apés
cada aplicacdo da colagenase (S1, S2, S3, S4), antes de cada tratamento com a
terapia por ondas de choque extracorporeas (S4, S7, S10) e nas avaliagoes
posteriores duas e quatro semanas apds o fim do tratamento (S 12, S 14). Nessas
avaliagdes ultra-sonograficas, foram obtidos planos longitudinais e transversais das
lesdes, e as imagens foram congeladas e impressas para comparagao.

Os seguintes parametros foram avaliados nas lesdes:

-Ecogenicidade da leséo, graduada de 0 a 4 segundo Genovese et al. (1997):

0 — ecodico

1 — predominantemente ecdico

2 — 50% ecodico e 50% né&o ecoico

3 — predominantemente anecdico

4 — totalmente anecodico
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- Percentual de area lesada de cada ligamento (GENOVESE et al., 1997): A
porcentagem de area lesada dos ligamentos foi calculada a partir da area delimitada

do ligamento e da area delimitada da lesao.

FIGURA 02: esquema do calculo da porcentagem da area da lesao

- Percentual de reducio da lesado, calculado para monitorizar a evolugcio da
reparacdo da lesdo, considerando o percentual da area da lesao inicial e das
avaliagdes subsequentes.

- Paralelismo das fibras colagenas, avaliado através da observagao das
imagens longitudinais obtidas, graduado em escala de 0 a 3 (ALVES, 1998):

0 — auséncia de paralelismo

1 — paralelismo discreto

2 — paralelismo parcial

3 — paralelismo total

4.6. EXAME MACROSCOPICO E BIOPSIA
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Na décima-quinta semana apds o inicio do experimento (S 15), foram
realizadas as bidpsias dos ligamentos.

Apods jejum de 12 horas e anestesia geral intravenosa com medicagéo pré-
anestésica com xilazina 10%’, inducdo com quetamina® e diazepam®, e manutencao
com éter gliceril guaiacol 5%'°, quetamina e xilazina, sob infusdo continua, os
animais foram submetidos a procedimento cirurgico para biopsia dos ligamentos
suspensorios do boleto dos membros pélvicos.

Cada animal foi colocado em decubito dorsal sobre a mesa cirurgica,
possibilitando o acesso cirurgico a seus membros pélvicos. A anti-sepsia foi feita
com iodo povidine 1%, na regido metatarsica previamente tricotomizada.

Apds a delimitagdo do campo cirurgico, foi realizada a incisdo cutanea
proximo-distal, na face lateral do terco médio da regido metatarsica, de
aproximadamente oito centimetros de extensao (Figura 03). A seguir, foi feita a
divulsdo romba do tecido subcutaneo e abertura de fascia, visualizando o ligamento
suspensorio do boleto e foi feita a superficializacdo e a exposi¢cao do ligamento
(Figura 04), para possibilitar o acesso. Uma vez localizada a regido da leséo, foi
realizada a excisdo de fragmento de 1 cm? da lesdo, para andlise histopatoldgica,
ultra-estrutural e imunoistoquimica, com o auxilio de pinga e bisturi (Figuras 05, 06 e
07). A sintese da fascia foi realizada em plano unico de sutura continua com fio
categute 2-0. A sintese cutanea foi procedida com fio de nylon em pontos simples

separados.
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FIGURA 04: superficializagdo da lesao do ligamento suspensoério do boleto.

FIGURA 05: retirada da biopsia da lesdo do ligamento suspensério do boleto.
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FIGURA 06: retirada da bidpsia da lesao do ligamento suspensério do boleto.

FIGURA 07: local da retirada da bidpsia do ligamento suspensoério do boleto.

4.7. AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA

Os fragmentos colhidos para exame histopatoldgico foram fixados em solugao de
formalina tamponada a 10% e processados pelos métodos habituais para obtencao
de cortes histolégicos, que foram corados pelos métodos de hematoxilina-eosina
(H.E.) e tricrémio de Masson.

A anadlise histologica foi feita @ microscopia 6ptica, sem o conhecimento prévio

dos membros a que pertenciam as laminas.
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Para a avaliagcdo das alteragdes histolégicas da reparacdo dos ligamentos
lesados foram considerados a quantidade e as caracteristicas dos fibroblastos, a
presenca de infiltrado inflamatério e neovascularizagcdo, a presenca de fibras
colagenas e paralelismo das mesmas, e o grau de desorganizagao tecidual
presente.

Um escore foi estabelecido para a graduagao de cada caracteristica na avaliagéo
histolégica, em uma escala de 0 a 3:

0 — ausente

1—leve

2 — moderada

3 —severa

4.8. AVALIAGAO ULTRA-ESTRUTURAL

Foi feita a analise ultra-estrutural, através de microscopia eletrbnica de
transmissao, apos a fixagdo das amostras em glutaraldeido 4% a 4°C, fixagdo com
tetréxido de ésmio, inclusdo em resina, colocagao em malha quadriculada de cobre e
coloracédo por acetato de urénio, seguido de citrato de chumbo, possibilitando a
observacgéo das fibras colagenas e das caracteristicas morfoldgicas ultra-estruturais

das organelas presentes nos ligamentos observados no experimento.

4.9. AVALIAGAO IMUNOISTOQUIMICA
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Para a avaliagao imunoistoquimica para a pesquisa da presenca de TGF - B1, os
fragmentos foram fixados em formalina tamponada a 10% e processados de forma
habitual com a inclusdo em parafina. Para a incubagao com o anticorpo monoclonal
liofilizado para TGF - B1" , o material foi desparafinizado através de banhos
sucessivos em xilol e em alcool absoluto em concentragdes decrescentes. A
recuperacgao antigénica foi feita em banho-maria a 96,5°C, em solugdo tamponada
de citrato. A inibigcdo da peroxidase enddgena foi feita com perdxido de hidrogénio e
agua destilada (1:1). O material foi incubado com BSA (albumina bovina) 5% para
reducédo das reacdes de fundo. O anticorpo primario foi incubado durante a noite a
4°C. O anticorpo secundario biotinilado anti-coelho, anti-cabra e anti-camundongo'?
foi incubado a temperatura ambiente. O material foi incubado com Streptavidina-
peroxidase' a temperatura ambiente e DAB foi utilizado como cromogeno. A
coloracédo de fundo foi feita com hematoxilina. As amostras foram graduadas em
uma escala de 0 a 3:

0 - auséncia de imunoreatividade

1 — baixa imunoreatividade

2 — moderada imunoreatividade

3 — intensa imunoreatividade

4.10. AVALIAGAO ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos resultados obtidos, foram utilizados testes

paramétricos e ndo paramétricos, considerando a natureza das distribuicbes dos

valores estudados e considerando a variabilidade das medidas obtidas. Foram
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utilizados testes para amostras dependentes entre os membros tratado e controle do
mesmo animal.

Foram aplicados o teste t de Student pareado para amostras quantitativas
dependentes e o teste t de Wilcoxon para amostras ndo-paramétricas dependentes
(ZAR, 1996).

O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.

Os valores individuais de todas as variaveis mensuradas serao apresentados em

TABELAS no Apéndice.
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5. RESULTADOS

51. AVALIAGAO CLINICA

Na avaliagdo clinica inicial, ndo foram observadas alteragdes na palpacao
profunda do ligamento suspensério do boleto dos membros pélvicos, e néo foi
observada claudicacdo em nenhum dos animais.

A palpacdo profunda do ligamento suspensério do boleto, foi observado a
inspecao, aumento de volume e de sensibilidade apds a injegao intraligamentar de
colagenase nos membros pélvicos dos dez animais utilizados no experimento. O
aumento de sensibilidade a palpagdo profunda ocorreu logo apds a injecéo de
colagenase, e duas inje¢des de colagenase foram necessarias para a producéo das
lesdes de acordo com a descricdo da literatura. A diferenca entre as medianas dos
escores de sensibilidade dos membros controle e dos membros tratados néo foi
estatisticamente significativa (Tabela 02, Figura 08).

A sensibilidade a palpacgao, tanto nos membros tratados como nos membros
controle, sofreu alteracbes antes do inicio do tratamento por ondas de choque
extracorpéreas, néo servindo como parametro fidedigno para a avaliagado do efeito
analgésico das ondas de choque nesse trabalho.

Em relagdo ao grau de claudicacéao, foi observada claudicacgéao leve, até grau 2,
que se mostrou mais acentuada logo apos cada inje¢do de colagenase, tanto nos
membros controle como nos membros tratados. A diferengca entre os membros
tratados e controle, quanto ao grau de claudicacéo, foi estatisticamente significativa

na décima (S 10) semana (Tabela 03, Figura 09).
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TABELA 02: Valores médios dos escores de aumento de sensibilidade a

palpagao profunda da lesdo do ligamento suspensério do boleto dos membros

pélvicos tratado (A) e controle (B), nas analises semanais.

SO S1 S2 S3 S4 S7 S 10 S12 S 14
Média A 0 1.3 04 0.9 1.1 1.9 0.3 0 0
Média B 0 1.1 0.1 0.8 1.1 24 0.8 0.2 0.1
Mediana A 0 1.0 0 1.0 1.5 2.0 0 0 0
Mediana B 0 1.0 0 1.0 1.0 2.0 1.0 0 0
Desvio Padrido A 0 0.7 0.8 0.9 1.0 0.6 0,5 0 0
Desvio Padrao B 0 0.7 0.3 0.8 0.9 0.5 0.6 04 0.3
A — Membros Tratados TOC
B — Membros Controle
S — Semana do experimento
2,5
2 |
é 1,5 - .
% =t \lediana A
% —&— Mediana B
z
a1
0,5 -
0 =m-

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

SEMANAS

FIGURA 08: Medianas dos escores de aumento de sensibilidade a palpagao da

lesdo do ligamento suspensério do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e

controle (B), nas analises semanais.
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TABELA 03: Valores médios dos escores de claudicagcdo dos membros pélvicos

tratado (A) e controle (B) nas analises semanais.

SO S1 S2 S3 S4 S7 S10 S 12 S 14
Média A 0 0 1.6 1.2 1.4 0.4* 0.2* 0~ 0
Média B 0 0 1.3 1 1.4 0.7* 0.5* 0.1* 0
Mediana A 0 0 1.75 1.0 1.0 0.5 0* 0 0
Mediana B 0 0 1.0 1.0 1.0 0.5 0.5 0 0
Desvio Padrao A 0 0 0.5 0.3 0.5 0.2 0.2 0.0 0
Desvio Padréo B 0 0 0.5 0.4 0.5 0.2 0.4 0.2 0
A — Membros Tratados TOC
B — Membros Controle
S — Semana do experimento
* - Diferengas estatisticamente significativas p < 0,05
2
1,8
1,6 -
1,4
1,2
—&— Mediana A

0,8 1

CLAUDICACAO

0,6 -
0,4 1

0,2 -

4

5

6

7

8

SEMANAS

9 10 11 12 13 14

-

==k \lediana B

FIGURA 09: Medianas dos escores de claudicagcdo dos membros pélvicos tratado

(A) e controle (B) nas analises semanais.
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5.2. AVALIAGAO ULTRA-SONOGRAFICA

Na avaliacdo ultra-sonografica inicial, ndo foram observadas lesdes no
ligamento suspensdério do boleto dos animais utilizados no experimento.

Os resultados obtidos nas avaliagbes ultra-sonograficas nos diferentes
momentos permitiram a avaliacido da diferenca entre os membros tratados com a
terapia por ondas de choque extracorpéreas e os membros utilizados como controle.

A diferenga entre as medianas dos escores de ecogenicidade nao foi
estatisticamente significativa (Tabela 04, Figura 10).

A avaliacdo do escore de paralelismo das fibras mostrou uma auséncia de
paralelismo apoés as injegdes de colagenase, e ocorreu um aumento do escore com
diferenga estatisticamente significativa apds o inicio da terapia por ondas de choque
nos membros tratados, quando comparado aos membros controle, na sétima (S 7),
décima segunda (S 12) e décima quarta (S 14) semanas (Tabela 05, Figura 11).

A diferenca na redugao do percentual de lesdo do ligamento suspensério do
boleto dos membros tratados foi estatisticamente significativa a partir da décima
semana até o final do experimento (S 10, S 12, S 14), quando comparada aos
membros controle (Tabela 06, Figura 12).

A medida da area do ligamento suspensério do boleto aumentou apds as
aplicagcbes de colagenase e comegou a diminuir apds o inicio do tratamento por
ondas de choque nos membros tratados, quando comparado aos membros controle,
e essa reducao foi estatisticamente significativa apos a sétima semana até o fim do
experimento ( S7, S 10, S 12, S 14). A medida da area da lesdo do ligamento

suspensorio do boleto aumentou apds as aplicagdes de colagenase, e a partir da
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décima semana ( S 10, S 12, S14) a reducéo da area de lesao foi estatisticamente
diferente para os membros tratados, em relagdo aos membros controle (Tabela 07,

Figura 13).
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TABELA 04: Valores médios dos escores de ecogenicidade da lesdo do ligamento

suspensorio do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B) nas analises

semanais.
SO0 S1 S2 S3 S4 S7 S 10 S12 S14
Média A 1 2.6 2.5 2,7 2.6 2.4* 2.3 2.1% 2.0*
Média B 1 2.7 2.6 3.0 3.0 3.0% 2.7 2.6% 2.6*
Mediana A 1.0 3.0 2.5 3.0 3.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Mediana B 1.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Desvio Padrido A 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.3 0.5
Desvio Padrao B 0 0.5 0.5 0 0 0 0.5 0.5 0.5
A — Membros Tratados TOC
B — Membros Controle
S — Semana do experimento
*- diferenga estatisticamente significativa p < 0,05
35
3 g g s A
W5
3
§ 2 . o 8 | |—#—\Mediana A
P-4
'-'O‘ 1,5 == \lediana B
o
oI
0,5
0 —_—m—m
0 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
SEMANAS

FIGURA 10: Medianas dos escores de ecogenicidade da lesdao do ligamento

suspensorio do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B) nas analises

semanais.
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TABELA 05: Valores médios dos escores de paralelismo dos ecos das lesdes do
ligamento suspensdério do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B) nas

analises semanais.

SO S 1 S2 S3 S4 S7 S10 S12 S14

Média A 3.0 0.6 0.8 0.4 0.5 1.1* 1.3* 1.7* 1.8*
Média B 3.0 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5* 0.8* 1.0* 1.1%
Mediana A 3.0 0.5 1.0 0 0.5 1.0* 1.0 2.0* 2.0*
Mediana B 3.0 0.5 1.0 0.5 0 0.5* 1.0 1.0* 1.0*

Desvio Padréo A 0.0 0.7 0.4 0.5 0.5 0.3 0.5 0.5 0.4

Desvio Padréo B 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.4 0.5 0.3

A — Membros Tratados TOC

B — Membros Controle

S — Semana do experimento

*, * - diferenga estatisticamente significativa p < 0,05

== Mediana A
==k \lediana B

PARALELISMO

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

SEMANAS
FIGURA 11: Medianas dos escores de paralelismo dos ecos das lesbes do
ligamento suspensoério do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B) nas

analises semanais.
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TABELA 06: Valores médios da percentagem de lesdo do ligamento suspensério do

boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B) nas analises semanais.

SO S1 S2 S3

S7 S10

S12 S 14

Média % Lesao A 0.00% 18.18% 13.04% 24.89%
Média % Lesdo B 0.00% 16.83% 13.45% 26.73%
Desvio Padrdao A 0.00% 3.50% 6.24% 8.66%

Desvio PadraoB 0.00% 3.71% 6.17% 9.24%

5.71% 9.57%

571% 9.57%

39.29% 31.85%" 20.45%* 21.47%"

39.55% 43.99%" 35.82%* 31.99%"

6.70% 6.51%

6.70% 6.51%

A — Membros Tratados TOC

B — Membros Controle

S — Semana do experimento

* - diferenga estatisticamente significativa p < 0,05

50%
45% -
40%
35%

30%
25%
20%
15% -
10% -

5% A

% LESAO

== \edia A
== \ledia B

0% -

SEMANAS

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

FIGURA 12: Valores médios da percentagem de lesdo do ligamento suspensorio do

boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B) nas analises semanais.
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TABELA 07: Valores médios da area total do ligamento suspensoério do boleto e da

area da lesao do ligamento suspensério do boleto dos membros pélvicos tratado (A)

e controle (B) nas andlises semanais.

SO S1 S2 S3 S4 S7 S 10 S 12 S 14
Média LSB A 1.28 1.57 1.56 1.90 1.87 1.60* 152 1.54* 149"
Média LSB B 1.31 1.65 1.63 1.94 1.91 1.84* 1.83* 1.90* 1.72*
Desvio Padrao LSB A 0.29 0.38 0.38 0.37 0.39 0.29 0.28 0.29 0.22
Desvio Padrdao LSB B 0.26 0.43 0.40 0.40 0.43 0.37 0.31 0.35 0.23
Média Lesdo A 0.00 0.29 0.21 0.47 0.62 0.63 049 0.32** 0.32*
Média Lesao B 0.00 0.29 0.22 0.53 0.63 0.74 0.82** 0.69* 0.56**
Desvio Padréo Lesdo A 0 0.1 0.12 0.20 0.24 0.23 0.21 0.13 0.11
Desvio Padrao Lesao B 0 0.12 0.14 0.23 0.23 0.24 0.27 0.20 0.15

A — Membros Tratados TOC

B — Membros Controle

S — Semana do experimento

LSB — Ligamento Suspensorio do Boleto

* *%

, ** - diferenga estatisticamente significativa p < 0,05

2,50

2,00 -

1,50

AREA (cm2)

1,00 A

0,50 -

0,00 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
SEMANAS

8

—#l—Media LSB A
=& |\ledia LSB B
Media Lesao A
=== Media Lesao B

FIGURA 13: Valores médios da area total do ligamento suspensoério do boleto e da

area da lesao do ligamento suspensorio do boleto dos membros pélvicos tratado (A)

e controle (B) nas analises semanais.
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5.3. EXAME MACROSCOPICO

O local da lesdo no ligamento suspensério do membro pélvico néo foi faciimente
identificado no momento da bidpsia. A ultra-sonografia foi utilizada para
determinacao da distancia da lesdo a extremidade proximal do osso calcaneo, que
foi de 23,7 cm em média no membros tratados e de 23,5 cm no membros controle,
possibilitando a colheita cirurgica da bidépsia no local prévio da lesdo. Foram
observadas aderéncias e fibrose periligamentar na regido da lesdo em todos os

animais.

5.4. AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA

Ao exame histopatolégico com as técnicas de coloragdo por hematoxilina-
eosina e tricrobmio de Masson foi constatada a presenca de desorganizagao tecidual
no local das lesbées no ligamento suspensorio do boleto, acompanhada de aumento
da presenca de fibroblastos e de neovascularizacdo. A diferenga relacionada ao
aumento da presenca de vasos, de fibroplasia e do grau de desorganizacgéao tecidual
entre os grupos tratado e controle ndo foi estatisticamente significativa, ocorrendo
grande variagao individual, mas os membros tratados apresentaram um processo
inflamatoério de menor intensidade no local da lesdo, com menor congestdo. Foi
observado maior conteudo de fibras colagenas nos membros tratados, evidenciado
por maior conteudo de colageno da matriz extracelular nas amostras coradas pelo
método tricrémio de Masson, quando comparado aos membros controle (Tabelas 08

e 09, Figuras 14 e 15).
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TABELA 08: Valores dos escores para a graduagdo das caracteristicas
histopatolégicas das lesdes do ligamento suspensério do boleto dos membros
pélvicos tratado (A) e controle (B), com a coloragao hematoxilina-eosina, observados

ao microscopio optico 400X.

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Hematoxilina-eosina A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B

Neovascularizaggo 1 2 2 1 3 3 2 2 2 2 2 3 2 3 1 2 2 2 1 3
Fibroblastos 2 313 22 2 3 2 3 32121 2 3 31 2

Desorganizagao 121 2 2 2 2 2 3 3 2 2 2 211121 2

1-Leve
2 - Moderada
3 - Intensa

p<0,05

TABELA 09: Valores dos escores para a graduagao das caracteristicas
histopatolégicas das lesdes do ligamento suspensério do boleto dos membros
pélvicos tratado (A) e controle (B), com a coloragao tricromio de Masson, observados

ao microscopio optico 400X.

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tricrébmio de Masson A B ABADBAUBADBAUBABAUBAIB A B
Neovascularizagéo 2 2112 2 2 3 2 2 2 323123 3 2 3
Matriz Extracelular 3 2112321333 2313232 3 2
Desorganizacao 22111322 2 2 2212122 2 2 2

1-Leve

2 - Moderada

3 - Intensa

p <0,05



A — Membros Tratados TOC
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B — Membros Controle

FIGURA 14: Lesbdes do ligamento suspensoério do boleto dos membros pélvicos

tratado (A) e controle (B), na avaliagao histologica, pela coloragcédo hematoxilina-

eosina, observados ao microscépio optico 400X.

A — Membros Tratados TOC

B — Membros Controle

FIGURA 15: Lesbdes do ligamento suspensério do boleto dos membros pélvicos

tratado (A) e controle (B), na avaliagao histoldgica, pela coloragéo tricromio de

Masson, observados ao microscopio optico 400X.
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5.5. AVALIAGAO ULTRA-ESTRUTURAL

Na avaliagao ultra-estrutural foi observado um aumento na quantidade de
fibras colagenas de pequeno calibre (Figura 16) e uma maior quantidade de
mitocondrias nas amostras dos membros tratados, em relagdo aos membros

controle.

A — Membros Tratados TOC B — Membros Controle

FIGURA 16: Lesbes do ligamento suspensério do boleto dos membros pélvicos
tratado (A) e controle (B) na avaliacdo ultra-estrutural, através de microscopia

eletronica de transmissao
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5.6. AVALIAGAO IMUNOISTOQUIMICA

Na avaliagdo imunoistoquimica, para a verificagdo da presenga do TGFp - 1,
apenas o material proveniente das biopsias de cinco animais foi avaliado e os
membros tratados teve maior imunoreatividade do que o membros controle,
apresentando intensa marcacao citoplasmatica dos fibroblastos. A diferenca das
médias entre os membros tratados e controle foi estatisticamente significativa

(Figura 17, Tabela 10).

A — Membros Tratados TOC B — Membros Controle
FIGURA 17: Lesbdes do ligamento suspensério do boleto dos membros pélvicos
tratado (A) e controle (B), na avaliagao imunoistoquimica para TGFf - 1, observados

ao microscopio 6ptico 400X.
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TABELA 10: Valores dos escores para a graduacdo da imunoreatividade na

avaliagao imunoistoquimica para TGFf - 1, observados ao microscopio 6ptico 400X.

Animal 1 3 6 7 9

A°B A B A B A B A B

TGFB -1 21 3 1 3 2 3 1 3 1

1 — Baixa imunoreatividade

2 — Moderada imunoreatividade
3 — Intensa imunoreatividade +
A — Membros Tratados TOC

B — Membros Controle

p <0,05
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6. DISCUSSAO

6.1. EXAME CLIiNICO E ULTRA-SONOGRAFICO

A desmite induzida pela administragao intraligamentar de colagenase tem sido
considerada como um modelo eficiente para o estudo da reparagao tecidual
(WILLIAMS,1984; SPURLOCK, et al.,1989). A administragcdo da colagenase
provocou alteracdes clinicas locais, como aumento de volume, sensibilidade e
temperatura em todos os animais utilizados, bem como claudicagdes simétricas nos
membros pélvicos, principalmente nos primeiros trés dias apds cada injegao de
colagenase. Esses efeitos foram similares aos de uma lesdo de ocorréncia natural,
ja que se observa com freqiéncia esses mesmos sinais clinicos ao se avaliar um
equino com desmite aguda (DYSON, 1996).

O aumento de volume na regido apdés a administracdo de colagenase foi
interpretado como um edema decorrente do processo inflamatério instalado, que
permaneceu em meédia por trés semanas apds a administragdo da colagenase em
todos os animais, o que corrobora os relatos de Williams (1984) e Gift et al. (1992).

Os aumentos de sensibilidade e temperatura junto a regiao lesada, notados a
palpacdo, foram consequentes ao processo inflamatdrio que se instalou no local,
permanecendo em média duas semanas, apds cada aplicagdo de colagenase,
conflitando com Williams (1984), onde essas alteragdes clinicas permaneceram por
uma semana. Essa diferenca entre os resultados experimentais poderia ser
justificada se o tamanho da lesdo inicial do relato fosse menor do que neste

trabalho, porém esse dado ndo pode ser avaliado, uma vez que o autor nao realizou
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um acompanhamento ultra-sonografico das lesdes, ou ainda se a resposta "as
lesdes induzidas com colagenase fosse diferente entre tenddes e ligamentos.

A sensibilidade "a palpacdo diminuiu antes do inicio do tratamento com as
ondas de choque extracorpéreas. De acordo com Ogden (2001), seria esperada a
reducdo da sensibilidade, porém ela foi reduzida antes do inicio do tratamento

Em relagdo a atividade locomotora, apdés a administragdo de colagenase,
observou-se uma claudicagao leve (até grau 2), por um periodo de um a dez dias em
todos os animais. Estes dados estdo de acordo com Foland et al. (1992), que relatou
o aparecimento imediato de claudicagdo moderada apds a aplicagéo de colagenase
em tenddes. Essa claudicagcdo leve se mostrou mais acentuada logo apds cada
injecao de colagenase, tanto nos membros controle como nos membros tratados. A
diferenca entre os membros tratados e controle, quanto ao grau de claudicagao,
apos o inicio do tratamento com a terapia por ondas de choque extracorpéreas foi
estatisticamente significativa somente na décima (S 10) semana, o que pode ter sido
subestimado devido ao tipo de escore de claudicacao que foi utilizado, com somente
cinco categorias de mensuragao, além da natureza subjetiva da avaliagdo da dor em
animais. Pode ter ocorrido também um efeito compensatdrio, pela presenca de lesao
em ambos os membros pélvicos, tornando a claudicagcdo menos evidente. Outra
forma de mensuracao do grau de dor poderia atestar o efeito analgésico da terapia
por ondas de choque extracorpéreas, para redug¢ao da claudicacao, corroborando os
dados de Haupt (1997), que relatou efeito analgésico significativo em diversas
patologias ortopédicas em humanos. Diversos autores também relataram o efeito
analgésico das ondas de choque em eqliinos (BAR, 2000; BOENING, 2000; BREMS

et al., 1999). Podemos referir, segundo Maier et al. (2003), que o efeito analgésico
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pode estar relacionado a um pico inicial, seguido de redugdo prolongada da
concentracdo de substancia P, liberada nos terminais sensoriais centrais e
periféricos dos neurbnios nociceptivos apés o estimulo, e concentrada nas fibras C
polimodais e em algumas fibras Ad, em um experimento com peridsteo de coelhos.

Os resultados obtidos nas avaliagdes ultra-sonograficas nos diferentes
momentos do experimento permitiram a avaliagdo da diferenga entre os membros
tratados com a terapia por ondas de choque extracorpdreas e os membros controle.

Os resultados da avaliagao ultra-sonografica longitudinal e transversal das
lesdes, uma semana apds a segunda aplicacdo de colagenase, demonstraram uma
imagem hipoecdica, bastante nitida, na maioria dos animais, possibilitando a
delimitacdo e mensuracdo da area lesada, bem como a individualizacdo das
estruturas tendineas e ligamentares adjacentes, concordando com os achados de
Alves (1998) e conflitando com os dados de Henry et al. (1986), que nao obtiveram
uma imagem nitida, mesmo apds uma semana de ocorréncia da lesao.

As imagens anecdica e hipoecdica, segundo Henry et al. (1986), Genovese et
al.(1990), Goodship e Birch (1996), sdao compativeis com areas de hemorragia,
edema e tecido de granulagao inicial na fase aguda da lesao.

A lesao criada na primeira injecdo de colagenase (2,5mg/ml) envolveu, em
média, uma semana (S 1) ap6s a aplicagdo de colagenase 17,92% (0,29cm?) da
area transversal do ligamento suspensério do boleto, apresentando uma
ecogenicidade média de grau 3. Ja apdés 2 semanas (S 2) da aplicagdo de
colagenase houve um aumento médio do ligamento de apenas 18,96%, e uma lesao
média de 13,64%, ou de 0,22 cm?, ndo condizendo com os resultados descritos na

literatura para esse modelo experimental de producdo de lesbes em estruturas
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tendineas e ligamentares dos equinos, como por exemplo no experimento realizado
em estruturas tendineas, por Henninger (1994).

Em funcdo da necessidade de uma maior lesdo para se avaliar a efetividade
das ondas de choque, optou-se, devido ao fato de que a primeira aplicagao da
colagenase nao devido por uma nova aplicagdo de colagenase, com o dobro da
concentragédo (5 mg/ml), para a produgao de lesdes mais semelhantes as descritas
nos modelos experimentais. Apds a segunda injecdo de colagenase, o tamanho
médio das lesdes, na terceira semana (S 3), foi de 26,14% da area do ligamento, ou
de 0,50 cm? em média, e, na quarta semana (S 4), de 33,57%. Ou de 0,65 cm?, com
o0 aumento médio da area do ligamento de 32,93%. Este resultado encontrou-se
mais proximo ao modelo experimental descrito na literatura e as possiveis diferencas
podem ter ocorrido pela pouca disponibilidade de informacdes especificas
relacionadas ao modelo experimental de producdo de lesdo no ligamento
suspensorio do boleto do membro pélvico, com suas diferencas estruturais. Outra
possivel explicagdo para o fato de as lesbes inicialmente geradas terem sido
pequenas, pode ter sido alguma diferengca de atividade no lote da colagenase
utilizada.

Outra dificuldade que ocorreu durante o experimento foi a falta de
padronizagao da estrutura do ligamento suspensério do boleto do membro pélvico,
como ocorre no membro toracico, pois o ligamento suspensério do boleto do
membro pélvico tem uma maior variabilidade de tamanho e de formato entre os
animais e ha até mesmo uma falta de simetria entre os ligamentos dos membros

pélvicos de um mesmo animal (DYSON, 1996, 1995b).
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Na terapia por ondas de choque extracorpéreas do ligamento suspensorio do
boleto dos membros tratados, foram utilizados 1500 pulsos por ligamento tratado, o
que corresponde aos dados de Mc Clure e Evans (2002), que também utilizaram
essa dosagem de pulsos com um equipamento semelhante, para o tratamento da
desmite induzida do suspensério do boleto e aos dados de Boening (2000), que
utilizou 2000 pulsos para o tratamento da desmite clinica, do suspensoério do boleto.
O intervalo utilizado entre os tratamentos também esta de acordo com a literatura,
que recomenda intervalo de 2 a 4 semanas entre os tratamentos (MC CLURE e
EVANS, 2002, BOENING, 2000, HAUPT, 1997).

Nas avaliagbes ultra-sonograficas durante e apds o tratamento do ligamento
suspensorio do boleto dos membros tratados com a terapia por ondas de choque
extracorpéreas, na avaliagdo da ecogenicidade, a diferengca observada nao foi
estatisticamente significativa, em relagdo aos membros controle. A avaliacdo do
escore de paralelismo das fibras mostrou uma auséncia de paralelismo apds as
injecbes de colagenase e ocorreu um aumento do escore, com diferenca
estatisticamente significativa apds o inicio da terapia por ondas de choque nos
membros tratados, quando comparados aos membros controle, na sétima (S 7),
décima segunda (S 12) e décima quarta (S 14) semanas. O percentual de lesdo do
ligamento suspensoério do boleto apresentou maior redu¢gdo nos membros tratados,
em relagdo aos membros controle, e essa diferenga foi estatisticamente significativa
a partir da décima semana, até o final do experimento (S 10, S 12, S 14). A medida
da area do ligamento suspensério do boleto aumentou apds a inje¢cao de colagenase
e comecou a diminuir mais acentuadamente apds o inicio do tratamento por ondas

de choque extracorpéreas nos membros tratados, quando comparado aos membros
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controle, e essa reducéo foi estatisticamente significativa da sétima semana até o fim
do experimento (S 7, S 10, S 12, S 14). A medida da area da leséo do ligamento
suspensorio do boleto aumentou apds a injegao de colagenase e, a partir da décima
semana (S 10, S12, S14), a redugao da area de lesao foi estatisticamente maior nos
membros tratados em relacdo aos membros controle. Todos estes dados
provenientes da avaliagao ultra-sonografica sdo semelhantes aos dados de Mc Clure
e Evans (2002), que também encontraram diferenga significativa nos escores de
alinhamento das fibras e area de percentagem da lesdo, nos membros tratados com
terapia por ondas de choque extracorpéreas em um experimento com desmite
induzida do suspensorio do boleto. Essas caracteristicas ultra-sonograficas, segundo
Genovese (1997), Foland et al. (1992) e Watkins et al.(1985) podem ser utilizadas na
avaliagao da reparacéao tendinea entre diferentes tratamentos.

Essas diferencas entre os membros controle e os membros tratados
comprovaram o beneficio da terapia por ondas de choque extracorpéreas nas
desmites induzidas em equinos, proporcionando a reparacao tecidual com reducgao
mais rapida da area total do ligamento suspensoério do boleto, do percentual e da
area de lesdo, e um aumento dos escores de paralelismo das fibras. Além disso, o
fato de as diferengcas entre os membros tratados e controle, relacionadas as
avaliagdes ultra-sonograficas de escores de paralelismo, e do tamanho das lesdes
terem permanecido com diferencga estatistica significativa por duas avaliagbes apos
o ultimo tratamento com ondas de choque (S 12 e S 14) comprovou a persisténcia

dos efeitos desta terapia.
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6.2. AVALIAGAO MACROSCOPICA, HISTOPATOLOGICA, ULTRA-

ESTRUTURAL E IMUNOISTOQUIMICA

O local da lesdo no ligamento suspensério do boleto do membro pélvico nao foi
facilmente identificado no momento da bidpsia. A ultra-sonografia foi utilizada para
determinacao da distancia da lesdo a extremidade proximal do osso calcaneo, que
foi de 23,7 cm em média nos membros tratados e de 23,5 cm nos membros controle,
e possibilitou a colheita cirdrgica da bidpsia no local prévio da lesdo. Foram
observadas aderéncias e fibrose periligamentar na regido da lesdo em todos os
animais, com resultados semelhantes aos de Spurlock et al. (1999) e de Williams et
al. (1984).

Nao foram encontradas na literatura descrigbes da técnica de bidpsia cirurgica do
ligamento suspensério do boleto.

Ao exame histopatolégico com as técnicas de coloragao por hematoxilina-
eosina e tricromio de Masson, constatou-se a presenga de desorganizagao tecidual
no local das lesdes no ligamento suspensorio do boleto, acompanhada de fibroplasia
e de neovascularizagdo, o que corrobora os dados de Williams (1984), Goodship et
al. (1994), Spurlock et al. (1999) e Maffulli et al. (2002). A diferenga relacionada ao
aumento da presenca de vasos e da quantidade e caracteristica dos fibroblastos, e
do grau de desorganizagao tecidual ndo foi estatisticamente significativa entre os
membros tratados e controle e houve uma grande variagao individual. Foi observada
uma maior maturagéo do tecido de reparagao ligamentar, com processo inflamatério
menos intenso no local da lesdo nos membros tratados, quando comparado aos

membros controle. Observou-se também nos membros tratados, através da
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coloracédo de tricrémio de Masson, um maior conteudo de fibras colagenas,
evidenciado por uma coloracdo mais intensa da matriz extracelular, e fibroplasia com
menor quantidade de fibroblastos por area nos membros tratados, o que refletiu um
maior grau de maturagao da cicatriz do ligamento suspensoério do boleto.

A maior quantidade de vasos neoformados nos membros controle sugeriu
uma menor velocidade do processo de reparacao tecidual, quando comparado aos
membros tratados, sem diferenca estatistica. Seria esperado que nos membros
tratados, com uma maior expressdo de TGF - 1 houvesse um numero maior de
vasos devido ao estimulo da angiogénese. No trabalho em questdo isto pode ter
ocorrido, porém a bidpsia foi realizada somente na décima quinta semana (S 15),
onde o processo de reparacao tecidual, tanto dos membros controle como dos
membros tratados, se apresentava numa fase mais tardia, com o desaparecimento
dos vasos neoformados.

Na analise ultra-estrutural foi observado um aumento na quantidade de fibras
colagenas de menor didmetro nos membros tratados, em relagdo aos membros
controle, o que refletiu a formacédo de novas fibrilas de colageno, correspondendo
aos dados de Reddy et al. (1998), que estudaram a morfometria das fibras
colagenas em tenddes de coelhos submetidos a diferentes tratamentos, e aos dados
de Damsch et al. (1992) e de Cherdehutham et al. (2001). A presenga de maior
quantidade de mitocondrias também foi evidente nas amostras provenientes dos
membros tratados, o que refletiu um maior potencial para o metabolismo celular,
sugerindo uma maior capacidade dessas células para sintetizar e secretar colageno,
fatores de crescimento e outras macromoléculas da matriz extracelular (BIRCH et

al., 1997), em relagdo aos membros controle.
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A imunoistoquimica para o anticorpo monoclonal TGF - 1 mostrou maior
imunoreatividade nos membros tratados do que nos membros controle, o que
corrobora os dados de Chang et al. (1997), onde ocorreu a aceleragdo do processo
de reparacgao tecidual pelo TGFB - 1, devido ao aumento da deposicdo de matriz
extracelular, em diversos modelos experimentais. A detecgédo da expressao do TGFf
- 1 através da imunoistoquimica pode explicar a diminuicdo da presencga de células
inflamatdrias nesta fase (FU et al., 2002). O efeito da forma ativa do TGF - 1 na
proliferacdo dos fibroblastos €& bifasico, mostrando uma alta proliferacdo de
fibroblastos em resposta a baixas concentracbes da forma ativa, e um efeito de
supressao da proliferacdo e estimulo da diferenciacdo em resposta a altas
concentragbes da forma ativa do TGFp - 1, demonstrando sua capacidade de auto-
regulagdo (GHAHARY et al., 2002; BORDER & RUOSLAHTI, 1992).

Esse mecanismo somente poderia ser estabelecido mais precisamente se as
avaliagdes fossem feitas em diversas ocasides durante o processo de reparacao,
possibilitando um acompanhamento da variagdo da expressdao do TGFB - 1,
permitindo a avaliagdo de seu papel na reparagao ligamentar com o uso da terapia
por ondas de choque extracorporeas. A expressao do TGFp e de seus receptores
em tenddes normais € minima, quando em comparagao ao tendao com lesdo (NGO
et al., 2001).

O TGFp tem sua acgao proé-inflamatoéria na fase inicial da reparacgao tecidual e
também participa na modulacdo da deposicdo de componentes da matriz
extracelular, aumentando significantemente a sintese de colageno, fibronectina e
glicosaminoglicanos pelos fibroblastos (CHANG et al., 1997). O processo pode se

tornar patolégico quando ocorre a persisténcia de altas concentragbes de TGFj e
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ocorre a deposi¢cdo excessiva de componentes da matriz extracelular, levando a
fiborose (BORDER & RUOSLAHTI, 1992). Nao foi possivel a observagido, nesta
pesquisa, da relagao entre aderéncias e as ondas de choque, uma vez que tanto os
membros controle como o0s membros tratados apresentaram aderéncias
periligamentares. Pode-se inferir que essas aderéncias estejam mais relacionadas a
localizagdo anatémica do ligamento do que a quantidade do fator de crescimento em
questao e ao tratamento com ondas de choque extracorpéreas.

Wang et al. (2000) sugerem que um dos possiveis mecanismos de agao da
terapia por ondas de choque extracorporeas pode estar relacionado ao TGF. Novos
estudos com a realizagdo de biopsias em diferentes momentos do processo de
reparagao sdo necessarios para o esclarecimento do papel do TGFB no efeito das
ondas de choque.

Pela presenca de maior quantidade de fibras colagenas demonstrada pela
avaliagao ultra-estrutural, maior conteudo de matriz extracelular observado na
histopatologia (tricrémio de Masson) e maior imunoreatividade para o TGFf - 1 nos
membros tratados, quando comparado aos membros controle, pode-se atestar a
maturidade do tecido de reparagdo apos o tratamento por ondas de choque
extracorpéreas na desmite induzida em equinos.

Todos esses parametros utilizados para a monitoracdo do processo de
reparagdo da lesdo ligamentar em equinos induzida pela injecdo de colagenase,
como a observagcdo do aumento dos escores de paralelismo e a reducdo do
tamanho das lesbes, nas avaliagbes ultra-sonograficas, as avaliagdes
histopatoldgicas, imunoistoquimicas e ultra-estruturais justificam as diferengas

observadas entre os membros tratados e controle, permitindo a demonstracdo de
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que os membros tratados com as ondas de choque extracorporeas apresentaram
um processo de reparacgao tecidual em grau mais avangado de maturagao, quando
comparado com 0os membros controle.

Na literatura consultada, n&do foram encontrados estudos experimentais
envolvendo o ligamento suspensoério do boleto dos equinos submetido a analise
histopatoldgica , imunoistoquimica e ultra-estrutural apés o tratamento com ondas de
choque extracorpéreas.

Uma proxima etapa deste estudo seria a investigacdo do efeito da terapia por
ondas de choque extracorpéreas em diferentes momentos da aplicagao, bem como
novas pesquisas sobre seus efeitos em outras enfermidades ortopédicas dos

equinos.
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7. CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos, nas condicbes em que foi realizado o

experimento, permite as seguintes conclusdes:

A terapia por ondas de choque extracorpéreas se mostrou efetiva para o
tratamento das desmites induzidas nos equinos.

As avaliagbes ultra-sonograficas demonstraram a influéncia das ondas de
choque extracorporeas sobre o processo da reparagao ligamentar, apos o
inicio do tratamento, com a reducéo da area de lesdo, quando comparado
ao ocorrido nos membros utilizados como controle.

A utilizacdo do exame ultra-sonografico demonstrou ser eficaz na
avaliaggo do processo de reparagao ligamentar, induzida
experimentalmente por injegao de colagenase.

As ondas de choque extracorporeas favoreceram a maturagdo da
reparagao observada nas lesdes ligamentares induzidas, nas avaliagbes
histolégicas, imunoistoquimicas e ultra-estruturais.

A utilizacdo da andlise ultra-estrutural demonstrou ser eficaz para a
avaliaggo do processo de reparagao ligamentar induzida
experimentalmente por injegdo de colagenase, evidenciando um aumento
no numero de fibras colagenas de pequeno calibre.

A terapia por ondas de choque extracorpéreas promoveu uma maior
expressao do fator de crescimento TGFB - 1 no tecido de reparagao

ligamentar.
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9. APENDICE

A: Imagem ultra-sonografica longitudinal do ligamento suspensoério do boleto na S 0
B: Imagem transversal do ligamento suspensorio do boleto na S 0.

FIGURA 19: Imagem ultra-sonografica do ligamento suspensorio do boleto na

semana inicial do experimento (S 0)
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A: Imagem longitudinal de uma les&o do ligamento suspensaério do boleto com 1 semana de evolugao.
B: Imagem transversal de uma lesdo do ligamento suspensério do boleto, com 1 semana de
evolugao.

FIGURA 20: Imagem ultra-sonografica da lesdo do ligamento suspensoério do

boleto, com uma semana de evolugao (S 1)
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A: Imagem longitudinal de uma lesdo do ligamento suspensoério do boleto com 2 semanas de
evolugao.

B: Imagem transversal de uma les&do do ligamento suspensoério do boleto com 2 semanas de
evolugao.

FIGURA 21: Imagem ultra-sonografica da les&o do ligamento suspensorio do
boleto, com duas semanas de evolugdo, na data da segunda injegao de colagenase

(S2)
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A: Imagem longitudinal de uma les&o do ligamento suspensorio do boleto com 3 semanas de
evolugao.

B: Imagem transversal de uma les&o do ligamento suspensério do boleto, com 3 semanas de
evolugao.

Figura 22: Imagem ultra-sonografica de uma les&o do ligamento suspensorio

do boleto com 3 semanas de evolugéo (S 3).
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A: Imagem longitudinal de uma les&o do ligamento suspensdrio do boleto com 4 semanas de
evolugao.

B: Imagem transversal de uma les&o do ligamento suspensério do boleto com 4 semanas de
evolugao.

Figura 23: Imagem ultra-sonografica de uma lesao do ligamento suspensorio
do boleto com 4 semanas de evolucéo, na data do primeiro tratamento com ondas

de choque (S 4).



A: Imagem longitudinal de uma les&o do ligamento suspensério do boleto com 7 semanas de
evolugao, membros tratados.

B: Imagem transversal de uma les&do do ligamento suspensério do boleto, com 7 semanas de
evolugao, membros tratados.

C: Imagem longitudinal de uma lesao do ligamento suspensoério do boleto com 7 semanas de
evolugao, membros controle.

D: Imagem transversal de uma lesédo do ligamento suspensorio cc boleto com 7 semanas de
evolugao, membros controle.

Figura 24: Imagem ultra-sonografica de uma lesao do ligamento suspensorio
do boleto com 7 semanas de evolugado, na data do segundo tratamento com ondas

de choque (S 7).
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A: Imagem longitudinal de uma lesdo do ligamento suspensaério do boleto com 10 semanas de
evolugao, membros tratados.

B: Imagem transversal de uma lesédo do ligamento suspensério do boleto, com 10 semanas de
evolugao, membros tratados.

C: Imagem longitudinal de uma lesao do ligamento suspensoério do boleto com 10 semanas de
evolugao, membros controle.

D: Imagem transversal de uma lesdo do ligamento suspensoério do boleto com 10 semanas de
evolugao, membros controle.

FIGURA 25: Imagem ultra-sonografica da lesdo do ligamento suspensorio do
boleto, com dez semanas de evolugédo, na data da terceira terapia com ondas de

choque (S 10)
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A: Imagem longitudinal de uma lesdo do ligamento suspensaério do boleto com 12 semanas de
evolugao, membros tratados.

B: Imagem transversal de uma lesédo do ligamento suspensério do boleto, com 12 semanas de
evolugao, membros tratados.

C: Imagem longitudinal de uma les&do do ligamento suspensério do boleto com 12 semanas de
evolugao, membros controle.

D: Imagem transversal de uma lesdo do ligamento suspensoério do boleto com 12 semanas de
evolugao, membros controle.

FIGURA 26: Imagem ultra-sonografica da lesdo do ligamento suspensorio do

boleto, com doze semanas de evolugao (S 12)
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A: Imagem longitudinal de uma les&o do ligamento suspensdério do boleto com 14 semanas de
evolugao, membros tratados.

B: Imagem transversal de uma lesdo do ligamento suspensoério do boleto, com 14 semanas de
evolugao, membros tratados.

C: Imagem longitudinal de uma les&o do ligamento suspensoério do boleto com 14 semanas de
evolugao, membros controle.

D: Imagem transversal de uma lesdo do ligamento suspensaério do boleto com 14 semanas de
evolugao, membros controle.

FIGURA 27: Imagem ultra-sonografica da lesdo do ligamento suspensorio do

boleto, com catorze semanas de evolugéo (S 14)
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TABELA 10: Valores médios da area do ligamento suspensoério do boleto (a), da

area da lesédo (L) e da porcentagem da area de lesdo em relagdo a area do

ligamento (%), dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B), observados ao

exame ultra-sonografico nos diferentes momentos analisados:

inicio do

experimento (S0), com uma (S 1), duas (S 2), trés (S 3) e com quatro semanas

(S 4).

aS0 aS1 LS1 %S1 aS2 LS2 %S2 aS3 LS3 %S3 aS4 LS4 %S4
1A 1,21 1,44 0,23 15,97 1,49 0,10 6,71 1,99 0,28 14,07 1,88 1,05 55,85
1B 1,26 1,40 0,30 21,43 1,46 0,20 13,70 2,08 0,76 36,54 1,94 0,78 40,21
2A 1,65 1,70 0,32 18,82 1,51 0,26 17,22 2,11 0,48 22,75 1,79 0,47 26,26
2B 1,67 1,69 0,32 18,93 1,60 0,11 6,88 1,81 0,28 15,47 2,37 0,48 20,25
3A 1,43 2,11 049 23,22 1,68 0,10 5,95 2,17 0,34 15,67 2,13 0,60 28,17
3B 1,61 2,15 0,39 18,14 1,94 0,16 8,25 2,19 0,57 26,03 2,11 0,73 34,60
4A 1,80 1,92 0,42 21,88 2,14 0,34 1589 2,35 0,71 30,21 2,72 1,04 38,24
4B 1,70 2,54 0,52 20,47 2,22 0,52 2342 2,74 0,89 3248 254 0,98 38,58
5A 1,32 1,11 0,18 16,22 1,19 0,24 20,17 1,37 0,31 22,63 2,03 0,47 23,15
5B 1,14 1,28 0,22 17,19 1,20 0,19 15,83 1,35 0,19 14,07 1,16 0,33 28,45
6A 1,13 1,31 0,24 18,32 1,56 0,31 19,87 1,73 0,36 20,81 1,68 0,72 42,86
6B 1,19 1,18 0,11 9,32 1,51 0,30 19,87 1,80 0,68 37,78 1,62 0,51 33,55
7A 1,06 0,97 0,13 13,40 1,03 0,04 3,88 1,27 0,47 37,01 1,37 0,55 40,15
7B 1,12 1,47 0,25 17,01 1,40 0,07 5,00 1,48 0,52 35,14 1,48 0,34 22,97
8A 1,32 2,00 0,26 13,00 2,14 0,37 17,29 2,24 0,75 33,48 1,48 0,34 22,97
8B 1,37 1,87 0,35 18,72 2,28 0,37 16,23 2,08 0,58 27,88 2,13 0,58 27,23
9A 0,82 1,53 0,30 19,61 1,72 0,27 15,70 1,66 0,27 16,27 1,62 0,49 30,35
9B 1,00 1,51 0,19 12,58 1,64 0,13 7,93 1,76 0,25 14,20 2,10 0,95 4524
10A 1,03 1,59 0,34 21,38 1,17 0,09 7,69 2,14 0,77 35,98 1,98 0,50 25,25
10B 1,08 1,38 0,20 14,49 1,09 0,19 17,43 2,13 0,59 27,70 1,78 0,65 36,52
média 1,30 1,61 0,29 17,92% 1,60 0,22 13,64 1,92 0,50 26,14 1,93 0,65 33,57

a-— Area do Ligamento suspensério do boleto (cm?)
L — Area da lesao no Ligamento suspensério do boleto (cm?)

% - Porcentagem de lesédo do Ligamento suspensaério do boleto

S — Semana do experimento

A — Membros Tratados TOC

B — Membros Controle
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TABELA 11: Valores médios da area do ligamento suspensoério do boleto (a), da
area da lesdo (L) e da porcentagem da éarea de lesdo em relagdo a area do
ligamento (%), dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B), observados ao
exame ultra-sonografico nos diferentes momentos analisados: com quatro (S 4), com

sete (S 7), com dez (S 10), com doze (S 12) e com catorze semanas (S 14).

aS4 LS4 %S4 aS7 LS7 %S7 aS10 LS10 %S10 aS12 LS12 %S12 aS14 LS14 %S14

1A 1,88 1,05 5585 164 053 3232 163 051 3129 160 031 1938 148 032 21,62
1B 1,94 0,78 4021 159 080 5031 189 099 5238 199 093 46,73 169 054 31,95
2A 1,79 047 26,26 162 060 37,04 180 068 37,78 198 023 1162 166 0,31 18,67
2B 237 048 2025 2,13 084 3944 231 094 4069 242 069 2851 195 0,72 36,92
3A 213 060 2817 194 0,72 3711 180 082 4556 184 050 2717 170 0,30 17,65
3B 211 0,73 3460 2,11 094 4455 218 124 5688 248 093 3750 199 0,72 36,18
4A 2,72 1,04 3824 198 099 5000 185 0,79 4270 184 058 3152 160 047 2938
4B 254 098 3858 232 1,03 4440 198 097 4899 206 091 4417 182 045 2473
5A 203 047 2315 1,47 058 3946 1,19 031 2605 121 024 1983 1,08 0,22 2037
5B 1,16 0,33 2845 135 049 36,30 135 046 3407 141 041 2908 133 0,39 2932
6A 168 0,72 4286 140 055 3929 141 050 3546 141 041 29,08 1,64 0,16 9,76
6B 162 051 3355 141 049 3475 182 069 3791 162 053 3272 15 051 32,08
7A 1,37 055 40,15 1,50 0,61 4067 131 040 3053 129 022 1705 143 027 18,88
7B 1,48 0,34 2297 147 034 2313 160 038 2375 1,71 047 2749 1,72 040 2326
8A 148 0,34 2297 201 061 3035 1,74 027 1552 1,74 024 13,79 175 052 29,71
8B 213 058 2723 226 1,02 4513 204 103 5049 195 0,70 4051 202 081 40,10
9A 162 049 3035 122 055 4508 143 027 1888 124 019 1532 124 023 18,55
9B 210 0,95 4524 1,72 0,74 43,02 162 0,73 4506 159 055 3459 158 052 3291
10A 198 050 2525 125 052 4160 1,06 034 3208 127 025 1969 136 041 30,15
10B 1,78 0,65 36,52 2,03 0,70 3448 149 0,74 4966 1,79 066 3687 151 049 3245

a — Area do Ligamento suspensoério do boleto (sz)

L — Area da les&o no Ligamento suspensério do boleto (sz)

% - Porcentagem de les&o do Ligamento suspensério do boleto
S — Semana do experimento

A — Membros Tratados TOC

B — Membros Controle
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TABELA 12: Valores das graduagdes de claudicagcdo dos membros pélvicos

tratado (A) e controle (B), observados ao exame clinico nos diferentes momentos

analisados: inicio do experimento (S0), com uma (S 1), duas (S 2), trés (S 3) e

com quatro semanas (S 4).

semana membro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média desvio padrao
SO0 A o o 0 o O O o o o o 0,0 0,0
SO0 B o o o0 o O O o o o o 0,0 0,0
S1 A 0O 0 o0 0O O O o o o0 o 0,0 0,0
S1 B 0o 0 0 o0 O O o o o0 o 0,0 0,0
S2 A 2 1 1 2 2 2 2 1 1 15 16 0,5
S2 B 2 1 1 2 1 1 2 1 1 1 1,3 0,5
S3 A 1 1 1 2 1 1 15 1 1 1 1,2 3,0
S3 B 1,5 1 1 15 1 0515 1 05 05 1,0 2,6
S4 A 2 1 1 2 1 1 2 1 1 15 14 0,5
S4 B 2 1 2 2 1 1 1 2 1 1 1,4 0,5
S7 A 05 0 0505 0 0505 0 0505 04 0,2
S7 B 1 05 1 1 050505 1 05 05 07 0,2
S$10 A 05 0 0 05 0 O 05 0 0 O 0,2 0,2
S$10 B 05 0 0505050515 0 0 05 05 0,4
S12 A 0O 0 0 0O O O O o o0 o 0,0 0,0
S12 B 05 0 0 05 0 O O O O O 0,1 0,2
S14 A 0o o o0 o O O o o o o 0,0 0,0
S14 B 0o 0 0 0O O O O o o0 o 0,0 0,0

S — Semana do experimento
A — Membros Tratados TOC
B — Membros Controle
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TABELA 13: Valores dos escores de sensibilidade a palpagcdo do ligamento
suspensorio do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B),
observados ao exame clinico nos diferentes momentos analisados: inicio do
experimento (S0), com uma (S 1), duas (S 2), trés (S 3), quatro (S 4), sete (S 7),

dez (S 10), doze (S 12) e com catorze semanas (S 14).

semana membro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média desvio padrao
SO A 0 0 00O OO 0 0 0O 0 0,000
SO B 0 0 0O0OOO 0O O OTPO 0 0,000
S1 A 121 2 01 2 1 2 1 13 0,675
S1 B 111 2 0 0 2 1 2 1 11 0,738
S2 A 0 022 00 O0O0O0O0O O04 0,843
S2 B 0 0 01 00 0O 0O O O 0,1 0,316
S3 A 111 2 0 2 2 0 0 0 09 0,876
S3 B 111 1 0 2 2 0 0 0 08 0,789
S4 A 2 21 2 0 2 2 0 0 0 11 0,994
S4 B 2 2111 2 2 00 0 11 0,876
S7 A 2 2 2 3 1 2 2 1 2 2 19 0,568
S7 B 2 3 3 3 2 2 3 2 2 2 24 0,516
S 10 A 0o 011 0O0O0T1TO0 O0O 03 0,483
S 10 B 111 1 01 2 1 0 0 08 0,632
S 12 A 0 0 00O OO 0 0 0 O 0 0,000
S 12 B 0 001 01 0 O0 O0 0O 02 0,422
S 14 A 0 0 0O0OOO0O 0 0O 0O 0 0,000
S 14 B 0 0o 01 00 0 0O O 0 0,1 0,316

S — Semana do experimento
A — Membros Tratados TOC
B — Membros Controle
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TABELA 14: Valores dos escores de ecogenicidade da lesdo do ligamento

suspensorio do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B),

observados ao exame ultra-sonografico nos diferentes momentos analisados:

inicio do experimento (S0), com uma (S 1), duas (S 2), trés (S 3), quatro (S 4),

sete (S 7), dez (S 10), doze (S 12) e com catorze semanas (S 14).

semana membro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média desvio padrao
SO A 1T 111 1 1 1 1 1 1 1 0,000
SO B T 111 1 1 1 1 1 1 1 0,000
S1 A 3 2 3 3 2 3 2 3 3 2 2,6 0,516
S1 B 3 2 3 3 2 3 3 3 3 2 2,7 0,483
S2 A 2 2 3 3 3 3 2 2 3 2 2,5 0,527
S2 B 2 2 2 3 3 3 3 3 3 2 2,6 0,516
S3 A 3 3 3 3 2 3 2 2 3 3 2,7 0,483
S3 B 3 3.3 3 33 3 3 3 3 3 0,000
S4 A 3 3 3 3 2 3 2 2 3 2 2,6 0,516
S4 B 3 33 333 3 3 3 3 3 0,000
S7 A 3 3 2 2 2 3 2 2 3 2 2,4 0,516
S7 B 3 3 3 3 33 3 3 3 3 3 0,000
S10 A 2 2 2 3 2 2 2 3 3 2 2,3 0,483
S 10 B 3 2 3 3 2 3 3 3 2 3 2,7 0,483
S12 A 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 2,1 0,316
S12 B 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2,6 0,516
S 14 A 2 2 2 2 1 2 2 2 3 2 2 0,471
S 14 B 2 3 3 3 3 3 2 2 2 3 2,6 0,516

S — Semana do experimento
A — Membros Tratados TOC
B — Membros Controle



97

TABELA 15: Valores dos escores de paralelismo das fibras da lesao do

ligamento suspensodrio do boleto dos membros pélvicos tratado (A) e controle (B),

observados ao exame ultra-sonografico nos diferentes momentos analisados:

inicio do experimento (S0), com uma (S 1), duas (S 2), trés (S 3), quatro (S 4),

sete (S 7), dez (S 10), doze (S 12) e com catorze semanas (S 14).

semana membro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 média desvio padrao
SO A 3 33 3 33 3 3 3 3 3 0,000
SO B 3 3 3 3 33 3 3 3 3 3 0,000
S1 A 1 2 0 01 0 1 0 0 1 0,6 0,699
S1 B 110 01 0 1 0 0 1 0,5 0,527
S2 A 111 01 0 1 1 1 1 0,8 0,422
S2 B 111 01 0 1 1 0 1 0,7 0,483
S3 A 0O 00000 1 1 1 1 0,4 0,516
S3 B o o1 0101110 0,5 0,527
S4 A O 0o 001 0 1 1 1 1 0,5 0,527
S4 B 0O 000 1T 01 1 0 1 0,4 0,516
S7 A 111 1 1 1 2 1 1 1 1,1 0,316
S7 B 0O o0 01T 0 1 1 1 1 0,5 0,527
S10 A 211 1 2 1 2 1 11 1,3 0,483
S10 B 111 0 1 0 1 1 1 1 0,8 0,422
S12 A 2 2 2 1 2 2 2 1 1 2 1,7 0,483
S12 B 121 1 1 0 1 1 1 1 1 0,471
S 14 A 2 2 21 2 2 2 2 1 2 1,8 0,422
S 14 B 12 1 1 1 1 1 1 1 1 1,1 0,316

S — Semana do experimento
A — Membros Tratados TOC
B — Membros Controle
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