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RESUMO

CARACTERIZACAO RADIOLC')GICA,~ ULTRASSONOGRAFICAE
ANATOMOPATOLOGICA DA ARTICU LACAO METACARPOFALANGEANA E
LIGAMENTO SUSPENSORIO EQUINO

AUTORA: Grasiela Rossi De Bastiani
ORIENTADOR: Flavio Desessards De La Corte

A tese foi desenvolvida sob a forma de quatro manuscritos abrangendo a articulacdo
metacarpofalangeana e o ligamento suspensorio equino. Foram selecionados 131 espécimes
de membro torécico distal e 11 de membro pélvico distal de equinos com idade média de 5,7
anos oriundos de uma clinica privada, de um frigrorifico da regido sul do Brasil e/ou
destinados ao Laboratdrio de Patologia Veterinaria da UFSM que, morreram por diferentes
causas. Destes, 30 (22,9%) espécimes ndo apresentaram alteracbes na articulacdo
metacarpofalangeana, 30 (22,9%) apresentaram alteracfes radiogréficas, ultrassonogréficas e
anatomopatoldgicas do condilo do terceiro metacarpiano e seus ligamentos colaterais. Para a
caracterizacao ultrassonografica, macroscdpica e histolégica da inser¢do proximal do
ligamento suspensorio foram selecionados 45 espécimes (34,3%) membros toracicos e
pélvicos de animais da raca Crioulo e Puro Sangue Inglés (PSI). Além disso, 37 (28,2%)
especimes foram submetidos a avaliagdo histoquimica de tenddes, ligamentos e cartilagem
articular. Observou-se a relacéo entre a degeneracgdo da cartilagem articular do condilo do 11l
metacarpiano com entesopatias de ligamentos colaterais da articulagcdo metacarpofalangeana.
Achados ultrassonogréaficos e morfoldgicos identificaram a diferenca entre os componentes da
insercdo proximal do ligamento suspensorio entre a Raca Crioulo e a Raga PSI. Além disso,
caracterizou-se o0 processo cicatricial de tenddes, ligamentos e cartilagem articular por meio,
das técnicas de histoquimica. De forma semelhante, a sensibilidade das técnicas
ultrassonografica (r2=0,69; p<0,001) foi correlacionada com a avaliagdo macroscopica. Os
aspectos macroscopicos e histoldgicos do tecido tendinoso, ligamentar e articular, bem como
as suas alteracdes em relacdo ao tamanho, forma, arquitetura e ecogenicidade da articulacédo
metacarpofalangeana e da insercdo proximal do ligamento suspensério serviram como base
para a interpretacdo correta das técnicas de diagndstico por imagem.

Palavras-chave: Articulagdo metacarpofalangeana. Ligamento suspensério. Ultrassom.
Radiografia. Macroscopia. Histologia. Histoquimica.



ABSTRACT

RADIOLOGICAL, ULTRASONOGRAPHIC, ANATOMOPATHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF THE METACARPOPHALANGEAL JOINT AND
SUSPENSORY LIGAMENT EQUINE

AUTHOR: Grasiela Rossi De Bastiani
ADVISOR: Flavio Desessards De La Corte

The thesis was developed in the form of four manuscripts covering the metacarpophalangeal joint
insertion of the suspensory ligament. A total of 131 specimens of thoracic distal limbs and 11 distal
pelvic limbs were selected from horses with a mean age of 5.7 years old from a private clinic and/or
assigned to the UFSM Veterinary Pathology Laboratory, who died due to different causes. Of these,
30 (22,9%) specimens showed no alterations in the metacarpophalangeal joint, 30 (22,9%) presented
radiographic, ultrasonographic and anatomopathological alterations of the third metacarpal condyle
and its collateral ligaments and the proximal insertion of the suspensory ligament of 45 (34,3%)
thoracic and pelvic limbs of Crioulo and Thoroughbred. In addition, 37 (28,2%) specimens were
submitted to histochemical evaluation of tendons, ligaments and articular cartilage. The relationship
between the degeneration of the articular cartilage of the third metacarpal condyle and the collateral
ligament collapses of the metacarpophalangeal joint was observed (r2=0,69; p<0,001).
Ultrasonographic and morphological findings identified the difference between the components of the
proximal insertion of the suspensory ligament between the Criollo breed and the Thoroughbred breed.
In addition, the scarring process of tendons, ligaments and articular cartilage was characterized by
histochemistry techniques. Similarly, the sensitivity of the ultrasound and radiographic techniques
were correlated with the macroscopic technique. The macroscopic and histological aspects of the
tendon, ligament and articular tissue as well as its alterations in relation to the size, shape, architecture,
and echogenicity of the metacarpophalangeal joint and the proximal insertion of the suspensory
ligament served as a basis for the correct interpretation of the diagnostic techniques by image.

Keywords: Metacarpophalangeal joint. Suspensory ligament. Ultrasound. Radiography.
Macroscopy. Histology. Histochemistry.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo dos equinos em atividades esportivas exigiu uma adaptacdo biomecanica
de suas articulagdes, tenddes e ligamentos, tornando-os assim atletas completos (HILL, 2003).
Em um estudo realizado por Stover & Murray (2008), observou-se que as lesfes
musculoesqueléticas foram responsaveis pela eutanasia ou morte de 80% dos equinos no
estado da California, sendo as principais causas de queda de desempenho e retirada dos
equinos das provas de competicdo em todo o mundo (DYSON et al.,, 2008). Logo, €
compreensivel que lesbes do sistema musculoesquelético, tais como tendinopatias e
desmopatias, sejam comuns na rotina do cavalo atleta (ROSS & DYSON, 2003), exigindo de
9-18 semanas de terapia e reabilitacdo em casos mais severos (O’MEARA et al., 2010). Esta
longa fase de reabilitacdo possivelmente ocorre devido a capacidade limitada de cicatrizacdo
do tecido tendinoso, associado ao fato que, o tecido formado durante o processo de reparagdo
tecidual é biomecanicamente inferior ao tecido original. Esses dois fatores podem fazer com
que as taxas de recorréncia destas lesdes cheguem a até 30% (PATTERSON-KANE & FITH,
2009).

Tenddes e ligamentos parecem ser capazes de responder ao exercicio durante o
crescimento e esta resposta é muito importante no desenvolvimento e composigdo da matriz
tendinosa e ligamentar de animais jovens e adultos (SMITH & GOODSHIP, 2008). O
exercicio de galope pode resultar em microtraumas no centro dos tenddes (PATTERSON-
KANE et al., 1997) e o acumulo desses microtraumas, produzidos pelo exercicio fisico, pode
enfraquecer o tenddo, resultando na sua ruptura parcial ou completa, normalmente
acompanhada de sinais clinicos (DIAMANT et al., 1972). Estresses biomecénicos, segundo
Webbon (1997), podem alterar o suprimento vascular de tenddes e sdo considerados a causa
priméaria de lesdes tendinosas, sendo que essas ocorrem com maior frequéncia em cavalos
atletas e estdo localizadas, em sua maioria, nos membros toracicos (HALPER et al., 2011).
Devido a incessante busca em manter as propriedades biomecanicas dos tecidos tendinosos e
ligamentares similares ao tecido original ap6s o acometimento de lesdes, o presente estudo
teve por objetivo inicial detalhar a descricdo da composicao tecidual relacionada a estagios
iniciais e avancados do processo cicatricial que, por meio das técnicas de histoquimica pode
determinar o tipo de colageno, tecido de substituicdo e alteragdes vasculares observados nos
mesmos. Contribuindo desta forma com informacdes relevantes para novas pesquisas que
possam atuar no processo de diferenciacdo do tecido cicatricial e ou, substituicdo e seus

componentes presentes em tenddes e ligamentos ap0s processo de reparacdo tecidual.
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O trauma decorrente do exercicio fisico como descrito anteriormente também é
responsabilizado por sobrecarregar as articulagdes, levando a esclerose 6ssea subcondral e
remodelacdo articular, a fim de aumentar sua resisténcia. No entanto, isso resulta na
diminuicdo da capacidade do osso subcondral de absorver o impacto e, por sua vez, coloca
mais tensdo sobre a cartilagem articular, favorecendo que alteracGes estruturais como falha
nas pontes de colageno, fibrilagdo e colapso da cartilagem articular ocorram na superficie
articular (RADIN et al.,, 1991). Segundo Cantley et al. (1999), o desenvolvimento de
osteoartrite em cavalos selvagens ¢ atribuido a ocorréncia natural associada a idade. Gelber et
al. (2000) acrescenta que os traumas articulares esportivos e outras agressdes podem provocar
degeneracdo cartilaginosa em decorréncia de processos inflamatérios intra-articulares e por
estas razGes aumentam significativamente os riscos para o desenvolvimento de osteoartrite.
Tem-se por objetivo no presente estudo identificar a possivel relacdo existente entre as
degeneracgdes cartilaginosas na face dorsal da articulagdo metacarpofalangeana (MF) e as
entesopatias dos ligamentos colaterais (LC) desta articulacdo, ressaltando desta forma a
utilizacdo de técnicas de diagnostico que possibilitam uma deteccdo precoce de lesbes
cartilaginosas e ligamentares tornando-se extremamente importantes na rotina de avaliacdo
clinica do cavalo atleta, permitindo desta forma, o tratamento precoce e subsequente
mitigacdo dos danos articulares e ligamentares.

O presente estudo tambeém almeja caracterizar a insercdo proximal do ligamento
suspensorio (IPLS) em cavalos da raca Crioulo que foram comparados a cavalos da raca Puro
Sangue Inglés, afim de identificar diferencas entre forma, tamanho e composicéo tecidual do
mesmo facilitando a sua interpretacdo ultrassonografica. Adicionalmente também é descrita as
técnicas de histoquimica aplicadas a amostras tendéao flexor digital profundo (TFDP), tendao
flexor digital superficial (TFDS) e ligamento anular palmar (LAP), servindo esses achados

para o entendimento da composicéo e organizacdo do tecido cicatricial e ou, de substituicdo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ANATOMIA E HISTOMORFOLOGIA DA ARTICULACAO
METACARPOFALANGEANA EQUINA

A articulacdo metacarpo/metatarso falangeana pode ser caracterizada como um
sistema de amortecimento de impacto, armazenamento de energia e um estabilizador do da
porcdo distal do membro (CLAYTON et al, 1998; COLBORNE et al., 1998).
Funcionalmente, a articulacdo metacarpo/metatarsofalangeana é especializada na realizacéo
de movimentos de flexdo e extensdo, no plano sagital, devido a forma condilar do terceiro
metacarpiano/metatarsiano (MCIII/MTIII), a presenca de uma proeminente crista sagital e a
forca congruente dos ligamentos que a cercam (BARONE, 1989). O aparelho suspensoério do
boleto, compreendido pelo ligamento suspensorio (LS) ou musculo interésseo Il e 0ssos
sesamoides proximais, tem um importante papel na biomecanica desta articulacdo, sendo o
responsavel por manter a suspensao da articulagdo MF durante o passo (COHEN et al., 1999).

A articulacio MF é submetida a alta tensdo biomecénica durante a locomocéo,
especialmente durante a parte intermediéria da fase de apoio, quando 0ssos e tecidos moles
que a compdem sofrem extrema tensdo. Esse estresse € considerado como um dos principais
responsaveis pelo aparecimento de lesbes que envolvem as diferentes estruturas desta
articulacdo e aparelho suspensorio (DENOIX et al., 1993). Esta possui no aspecto dorsal uma
espessa capsula que mede aproximadamente 1 mm e, distalmente 0,5 mm, e um recesso dorsal
fibroso no aspecto dorsal proximal que contém pouco liquido sinovial em articulagdes sadias
e outro recesso palmar proximal com inimeras vilosidades sinoviais (DENOIX, 2009).

Histologicamente a cartilagem articular de cavalos adultos é dividida em trés camadas,
superficial, intermediaria e profunda. A camada superficial ou tangencial contém condrocitos
achatados ou ovoides e as fibras de colageno em orientacdo tangencial. Na camada
intermediaria ou de transicdo, os condrocitos possuem dimensGes maiores e as fibras de
colageno Unicas ou em conjunto estdo ordenadas aleatoriamente. J& na camada profunda ou
radial, os condrdcitos estdo dispostos em colunas verticais separadas por fibras de colageno
com um arranjo radial (McILWRAITH, 2001).

Os ligamentos contém 85% de colageno tipo | presente no tecido conectivo e
guantidades menores dos tipos Il e V (AMIEL et al., 1984). Os ligamentos colaterais (LC)
medial e lateral s&éo compostos de uma parte superficial e profunda. A parte superficial se

origina proximal, no aspecto distal do metacarpo, e segue distalmente se inserindo no aspecto



13

proximal lateral/medial da primeira falange. A parte profunda é triangular e se origina na
fossa condilar abaxial, percorrendo obliquamente na direcdo palmar/distal e se inserindo na
primeira falange e nos ossos sesamoides (VANDERPERREN et al., 2008). Pohlin et al.
(2014) descreve que, as fibras profundas se entrecruzam com o ligamento sesamoideano
colateral, com origem no aspecto palmarolateral/palmaromedial do o0sso sesamoideano
proximal que, por sua vez, se insere na fossa condilar do metacarpiano I11. A principal funcéo
dos mesmos segundo Barone (1989) é de limitar o movimento da articulacdo MF no plano

sagital e na sua suspenséo.

2.2. ULTRASSONOGRAFIA DA ARTICULACAO METACARPOFALANGEANA
EQUINA

Em seccbes ultrassonograficas longitudinais e transversais da face dorsal da
articulacdo MF a capsula articular ecogénica esta localizada entre os hipoecogénicos tendbes
extensores dorsal e lateral, e se encontra separada do hiperecogénico 0sso subcondral do
MCIIl por uma fina membrana sinovial hipoecogénica e pela cartilagem articular
caracterizada por uma linha regular anecéica (DENOIX et al., 1996). As principais limitacGes
da ultrassonografia da articulagdo MF descritas por Denoix & Audigie (2001) sdo a
dificuldade de produzir imagens da superficie articular proximal da primeira falange e da
superficie articular palmar/plantar do MCIIl e MTIII devido a limitacdo na flexdo e exposicao
das superficies.

Achados ultrassonograficos anormais de capsulas articulares incluem modificacdes na
espessura, ecogenicidade e alteracBes em suas inser¢fes 6sseas (DENOIX et al.,1995). O
espessamento da capsula articular € um achado comum. Imagens hipoecogénicas podem ser
identificadas além do aumento de espessura da cadpsula. Geralmente, capsulas articulares
possuem uma forma assimétrica bem como no seu aspecto lateral e medial e sdo localizadas
no aspecto dorsolateral ou dorsomedial da crista sagital do céndilo MCIIl (DENOIX et al.,
1996). Em contrapartida, achados como a diminuicdo na espessura da cartilagem articular é
indicativa de fibrilagdo da mesma devido ao fato de que, a degeneracgéo cartilaginosa induz a
perda focal ou difusa de sua espessura. Em seccdes transversais, irregularidades da superficie
articular podem ser produzidas por erosdes cartilaginosas lineares dos condilos metacarpianos
(DENOIX, 2009).

Ultrassonograficamente, as fibras da por¢do superficial dos LC sdo ecogénicas e

dispostas vertical e paralelamente em relacéo a pele. O LC superficial se estende no sentido
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proximodistal, perpendicular a superficie dos condilos do MCIII e séo facilmente examinadas
no plano ultrassonografico longitudinal. J& a avaliagdo da porgdo profunda exige o
posicionamento correto do transdutor na fossa condilar do MCIII devido a disposicao obliqua
de suas fibras e a sua orientacdo no plano dorsoproximal e palmarodistal. As fibras da porcao
profunda se apresentam hipoecogénicas em relacdo a porcdo superficial (DENOIX et al.,
1996). Esses ligamentos sdo examinados de forma independente porque estdo em planos
diferentes, conforme Reef (1998). Ligamentos sadios tém uma aparéncia ecogénica
(DENOIX, 2009).

Na avaliacdo ultrassonogréfica de LC da articulacdo MF deve se observar a presenca
de envolvimento articular com base na formacgdo de enteséfitos que podem ser osteofitos
marginais e, a formacdo de entesofitos presos a capsula articular, achados compativeis com
osteoartrite da articulacdo MF. Esclerose subcondral, defeitos radioluscentes e degeneracédo
cartilaginosa ainda podem ser extensos com evidéncia radiografica minima de formagéo de
osteofitos (ROSS, 1998). A degeneracdo da cartilagem é caracterizada por reducao do espaco
anecoico, que representa tecido cartilaginoso, associado a irregularidades da superficie dssea
do condilo do MCIII em secgbes ultrassonograficas transversais, sem obrigatoriamente
apresentar formacéo de entesofitos (DE BASTIANI et al., 2014).

E importante salientar que, a articulagdo MF deve ser mantida em flexdo para o
sucesso da avaliacdo ultrassonogréfica, pois isto aumenta consideravelmente a exposicdo da
superficie subcondral, permitindo a avaliacdo completa de lesGes dsseas subcondrais
(DENOIX, 2009). A técnica ultrassonografica demonstra ser superior a radiolégica na
deteccdo de fragmentos na face d&ssea dorsal da articulagio que se apresentam
hiperecogénicos e produzem uma sombra acUstica distal subjacente a superficie Ossea
(PARMAR et al., 2010).

2.3 ALTERACOES DA ARTICULACAO METACARPOFALANGEANA

Em decorréncia da biomecéanica da articulacdo MF, a fragmentacdo osteocondral é
uma consequéncia da agressdo articular, frequentemente relatada em animais de corrida,
sendo a sintomatologia clinica manifestada pela claudicacdo severa do membro afetado
associada a efusdo sinovial, segundo Kawcak & Mcllraith (1994).

Um estudo realizado por Declercq et al. (2009) descreve que os danos articulares da
articulacdo metacarpo (tarso) falangeana estariam associados a eventos traumaticos
individuais ou a microlesdes provocadas pela pressdo suportada pela propria articulacéo.
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Murray et al. (1998) descreveram a fibrilagdo da cartilagem articular associada a perda de
proteoglicanos identificados em um estudo realizado no terceiro 0sso cuboidal de equinos que
seguiam uma intensa atividade atlética. A fibrilacdo da cartilagem articular é caracterizada por
fissuras e pode estar associado a erosdes articulares que predispdem a formacao de ostedfitos
marginais (ISAAC et al., 2010). A formacédo dos osteofitos provavelmente estd associada a
instabilidade articular e a sua identificacdo radiografica pode levar semanas ou meses
(MOSKOWITZ & GOLDEBERG, 1987; KIDD et al., 2001). Segundo Vanderperren et al.
(2011), ostedfitos marginais sdo frequentemente observados na superficie 0ssea lateral e ou
medial, combinados a fissuras do osso subcondral.

Em modelos experimentais de osteoartrite foi observado que o trauma ocasionado pelo
impacto articular estd associado a degradacdo da cartilagem hialina (THOMPSON et al.,
1991). Em consonéncia com investigacdes anteriores relacionadas a ocorréncia natural de
osteoartrite  foram também observadas fissuras na cartilagem articular amplamente
identificadas no condilo palmar do MCIIl (NORRDIN & STOVER, 2006). Combinados,
estes estudos sugerem uma ligagdo entre o dano estrutural da cartilagem articular e a
remodelacdo 6ssea (LACOURT et al., 2012). De acordo com Vanderperren et al. (2011), na
avaliacdo ultrassonografica, as articulagdes podem apresentar diferentes graus de osteoartrite,
caracterizados por presenca de oste6fitos marginais ou de formacGes dsseas e alteracdes da
superficie do osso subcondral que podem variar, de pequenas fissuras a irregularidades
severas. AlteracBes na linearidade do osso subcondral também podem representar lesGes
(RELAVE et al., 2009) facilmente diagnosticadas por ultrassonografia como erosoes,
irregularidades e ostedfitos (DENOIX et al., 1996).

Sem menor importancia, mas diretamente envolvidas, as estruturas que compdem 0s
tecidos moles da articulacdo MF estdo expostas a instabilidade articular medial ou lateral. E
como modalidade de diagnostico por imagem, a ultrassonografia é mais utilizada para a
identificacdo de alteracOes de tecidos moles (DENOIX et al., 1996; WITCOMB, 2004).

Em um estudo realizado por King et al. (2013), lesdes de LC ocorreram com maior
frequéncia que as lesdes subcondrais ou degeneracOes cartilaginosas em equinos
diagnosticados pela técnica radiografica. Debarainer et al. (2013) descreveu as alteracGes
ultrassonograficas de entesopatias como o espessamento do LC medial e ou lateral, associados
ou ndo a alteragbes na arquitetura do padrdo fibrilar ligamentar, mas em todos os casos foi
observada a presenca de irregularidades na superficie marginal dssea de insergéo.
Desmopatias de inser¢do (entesopatias) possuem achados acompanhados de alteragdes 0sseas,
tais como superficie irregular, areas de osteolise e a presenca de entesofitos no local da
inser¢do (DENOIX, 2009).
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2.4. ANATOMIA DA INSERCAO PROXIMAL DO LIGAMENTO SUSPENSORIO

A funcdo principal do LS ¢é evitar que a articulagdo MF e interfalangeana proximal
sofram extensao excessiva sendo que 0 mesmo € descrito, nos equinos, como a evolucdo do
masculo interosseo 111 (DENOIX, 1994).

No membro torécico, o LS inicia como uma fina camada de fibras proveniente do
aspecto palmar proximal do osso terceiro carpiano e MCIII (WERPY et al., 2013)
percorrendo a fileira distal de ossos do carpo sobre o aspecto palmar do MCIII e entre 0s
metacarpianos acessorios Il e IV (ALSOOK et al., 2013). Sua aparéncia bilobada é facilmente
identificada na altura de sua fixacdo no MCIII. Normalmente, o I6bulo medial é mais fino e
mais largo que o l6bulo lateral. No membro pélvico o LS possui formato triangular e inicia no
aspecto proximal plantar do MTIII estando em intimo contato com 0sso quarto metatarsiano e
sendo separado do segundo metatarsiano por uma grande quantidade de tecido conjuntivo
(WERPY et al., 2013). Segundo Dyson & Genovese (2010), o LS pode ser dividido em trés
areas: a origem, 0 COrpo e 0S ramos.

O LS é descrito por Alsook et al. (2013) como uma estrutura heterogénea composta
por tecido conjuntivo denso, com presenca de tecido adiposo envolvido pelos fasciculos
musculares em sua insercdo proximal. Anteriormente, Hauser et al. (1984) ja descrevia que 0s
tecidos musculares e adiposos existentes no ligamento estdo localizados no interior dos

fasciculos ligamentares intercalando as fibras de colageno.

2.5. ULTRASSONOGRAFIA DA INSERCAO PROXIMAL DO LIGAMENTO
SUSPENSORIO

A ultrassonografia tem sido a técnica de eleicdo para avaliacdo do aspecto proximal ou
origem do LS (DYSON, 1991), principalmente pela facilidade de execucdo e acesso aos
equipamentos. No entanto, a avaliacdo dos aspectos abaxiais do mesmo pode se tornar um
desafio dependendo da largura e forma do feixe de ultrassom (BROKKEN et al., 2007;
POWELL et al., 2010). Acrescenta a autora que estas variagdes ultrassonogréficas séo
produzidas devido a composicdo tecidual unica da IPLS como, fibras musculares, fibras
colagenas intercaladas pelo tecido adiposo.

Para obtencdo da imagem dos lobos medial e lateral da IPLS no membro toréacico, a
probe deve ser posicionada no aspecto proximopalmar medial e lateral e perpendicular ao axis

aproximadamente 5 a 6 cm distal da articulacdo carpometacarpiana (WERPY et al., 2013).
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Para tanto, também serdo visualizadas as fibras musculares que possuem menor
ecogenicidade quando comparadas as fibras ligamentares, criando uma variagdo ecogénica
considerada normal na IPLS (AGUT et al., 2009). O tecido adiposo sofre alteracdo no seu
padrdo de visualizacdo em funcdo do grau de tensdo aplicada ao ligamento suspensorio, uma
vez que esta se apresenta hiperecogénica com o membro toracico flexionado e com
ecogenicidade semelhante as fibras ligamentares com o0 membro em estacdo
(BISCHOFBERGER et al., 2006). No entanto, a diferenciacdo do tecido adiposo e das fibras
musculares pode se tornar confusa devido as mesmas estarem intercaladas no interior da IPLS
(SCHARAMME et al., 2012). Dyson (1998) descreve, que estas imagens sdo produzidas
devido a quantidade varidvel de tecido muscular que podem contribuir na geracdo de imagens
com areas hipoecogénicas na sua porcao proximal. Esta variacdo na ecogenicidade da IPLS
provocada pelo tecido adiposo e muscular pode resultar em interpretacdes ultrassonogréaficas
errdneas concluindo como alteracBes nas areas que correspondem a composicao tecidual
normal corroba a autora. Soffler & Hermanson (2006), caracterizam as fibras musculares do
ligamento suspensorio como curtas, de aproximadamente um milimetro, agrupadas em feixes

musculares pouco definidos medial e lateralmente.

2.6. ALTERACOES DA INSERCAO PROXIMAL DO LIGAMENTO SUSPENSORIO

As lesdes da IPLS sdo relatadas como causas importantes de claudicacdes afetando
com maior frequéncia os membros toracicos de equinos de todas as racas (SINGER et al.,
2008; SOUZA et al., 2010; WERPY & DENOIX, 2012; WILLIAMS et al., 2013). Estima-se
que 14% dos equinos de corrida, em pleno treinamento, possuam lesdes no LS do membro
toracico (COHEN et al., 1999). Foi pesquisada por Hill et al. (2016) uma populacéo de 327
cadaveres de cavalos de corrida para diagnosticar a prevaléncia de suas lesdes e constataram
que, as alteragdes que se referem aos ramos do ligamento suspensorio constituiram 72%,
corpo 24,7% e insercdo proximal 11,3%. As lesdes do aparelho suspensoério foram um achado
comum de necropsia nos 221 cavalos PSI avaliados no estudo e foram observadas em animais
gue possuiam uma idade maior que sete anos (HILL et al., 2016).

Na desmite crbnica progressiva do LS em equinos ocorre falha no suporte da
articulacdo MF, pois o processo de reparacdo tecidual consiste na morte dos desmaocitos ou na
sua transformacdo em condrocitos em consequéncia do isolamento dos feixes de colageno a
partir do fornecimento sanguineo (WHITE & HEWES, 2008).
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Alteracdes ultrassonograficas associadas & desmites de IPLS no membro torécico
incluem: espessamento do ligamento em uma secgao transversal, delimitacdo inexistente dos
seus lobos, éareas focais ou difusas de hipoecogenicidade, mineralizacdo focal e
irregularidades da superficie 6ssea do cortex palmar do MCIII. Associada a estas observacdes,
sdo descritas, pela técnica radiogréfica, 0 aumento da opacidade 6ssea causada pela esclerose
das trabéculas do cortex palmar do MCIII no local de insercdo do ligamento suspensorio
(DYSON & GENOVESE, 2011).

As lesBes da IPLS podem ser desencadeadas devido a alteracfes do tecido conjuntivo
frente as forcas biomecénicas que sdo aplicadas ao mesmo (SILBERNAGEL et al., 2006).
Embora as lesdes do LS sejam relativamente bem descritas, sdo necessarios estudos de sua
estrutura para melhorar a compreenséao de suas propriedades mecanicas especialmente apos a
ocorréncia de uma lesdo (ALSOOK et al., 2015). Em virtude das informacdes citadas buscou-
se no presente trabalho esclarecer a composicgéo tecidual da IPLS da raga Crioulo melhorando
desta forma a interpretacdo ultrassonografica.

2.7. MORFOLOGIA DAS ALTERACOES TENDINOSAS, LIGAMENTARES E
CARTILAGEM ARTICULAR DE EQUINOS

Os tenddes sdo compostos de tecido conjuntivo regular denso e rico em colageno
(CALVE et al., 2004), caracterizado por hipovascularizacdo e hipocelularidade, cujo resultado
de reparacdo é pobre (McBRIDE et al., 1985). O processo cicatricial dos tenddes passa por
trés fases, ou seja, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo. Durante a fase inflamatdria, os
macrofagos liberam fatores de crescimento que induzem a formacéo da matriz extracelular e a
proliferacdo dos fibroblastos (FUKASAWA et al.,, 1987). Na fase seguinte ocorre a
proliferacdo das células do epitenddo e a sua migracdo e deposicdo longitudinal ocorre nas
camadas mais superficiais do tenddo (LUNDBORG et al., 1985). Também existem evidéncias
de aumento na celularidade do endotenddo enquanto ainda ocorre proliferacdo no epitendao
(WIIG et al., 1997).

A neovascularizacdo se caracteriza pela formacdo de canais vasculares que se
estendem no interior da area de reparacdo do tenddo. A angiogénese é acompanhada por
protedlise da matriz extracelular e pela invasdo de novos vasos para o interior dos tecidos
(SATO et al., 2000). A resposta do processo cicatricial demonstra espessamento do
paratenddo que se desenvolve 3-7 dias ap06s a lesdo na superficie do retinaculo. Este tecido

proliferativo consiste na expressao celular de fatores de transcri¢do, proteoglicanos como a
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fibromodulina, actina alfa e fator de necrose tumoral. Estas células migram para o local do
defeito tendinoso pela superficie dorsal ou palmar do tenddao (DYMENT et al., 2013).

A degradacdo das fibras de coldgeno € acompanhada por nova deposicdo de fibras
finas de colageno preenchendo o local de reparacdo (OSHIRO et al., 2003). A fase de
remodelacdo do tecido tendineo é um processo lento que visa a formacdo de uma ferida
funcional. Depositos de colageno tipo Il sdo lentamente destruidos por colagendlise e
substituidos por colageno tipo I. A mudanca celular que ocorre devido ao predominio de
tecido fibroso ocorre nas primeiras semanas da lesdo tendinea (BERGLUND et al., 2006).
Ressalta Watts et al. (2012) que, os pardmetros histoldgicos organizacionais considerados em
tendinopatias sdo hipercelularidade, hipervascularizacdo, perda da matriz organizacional e
nacleo celular arredondado.

A maioria das alteracbes histopatoldgicas descritas por Crisan et al. (2013) na
avaliacdo da insercdo final do TFDP incluiram: zonas de necrose central, fibroplasia, fibrose,
metaplasia cartilaginosa, associadas a proliferacdo interfascicular de septos tendinosos e
mudangas vasculares no epitenddo e no endotenddo com neoformacgdo de tecido jovem
(CRISAN et al., 2013). A especificidade das lesdes tendinosas é considerada consequéncia de
trombose vascular e isquemia (BUSONI et al., 2005). LesOes vasculares séo caracterizadas
pela liberacdo do fator VIII pelas células endoteliais (NIEMIR et al., 2004). Oclus6es
vasculares e neovascularizacdo foram previamente documentadas em equinos com dor
cronica de casco associada a lesbes do TFDP (BLUNDEN et al., 2006; BLUNDEN et al.,
2009).

O tecido fibrocartilaginoso apds o processo de reparacdo tecidual contém pequenas
areas de cartilagem hialina que sdo caracterizadas por uma matriz basofilica homogénea com
células condroides dispersas caracterizando a metaplasia cartilaginosa. As coloracGes de
safranina O e azul alciano confirmam a presenca de substrato mucoide e cartilagem hialina
(POHLIN et al., 2014). Estas alteracbes sdo desencadeadas por uma diferenciacéo
condrogénica e osteogénica errdnea devido aos condrécitos e osteoblastos, possuirem um
efeito negativo sobre o mecanismo de regeneracgéo tecidual (LUI et al., 2012).

Conforme o envelhecimento do tenddo, o volume de colageno e a celularidade dos
fibroblastos aumenta, mas o metabolismo celular diminui concomitantemente com a perda de
proteoglicanos (VIITAMEN et al., 2003). Proteoglicanos permitem que o feixe de fibras de
colageno possa esticar independente da carga ou movimento, protegendo também os
elementos vasculares (VOGEL, 2004). Birch et al. (1999) observaram aumento do teor de
colageno do tipo 111 com o envelhecimento e diminui¢do do diametro das fibras tendineas. As
mudancas foram atribuidas & organizacdo diferenciada das fibras de coladgeno devido ao
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estresse e a locomocdo. Outros estudos identificaram mudancas degenerativas na zona central
dos tenddes de cavalos mais velhos relacionados a modificagdes da matriz celular
(PATTERSON-KANE et al., 1997). Por conseguinte, parece razoavel formular a hipétese de
que uma diminuicdo no didmetro das fibras de coldgeno pode ser responsével pela diminuicéo
na ecogenicidade dos tenddes em cavalos mais velhos (CREVIER-DENOIX et al., 2005).

Os ligamentos sd@o compostos de quase 85% de colageno do tipo | que proporciona a
rigidez e resisténcia a tracdo aos tecidos. Outros tipos de colageno, como os tipos Ill, V, VI,
XI, XIlI e XIV, sdo encontrados em menor proporcdo (HAUSER et al., 2013).
Microscopicamente, o LS apresenta um arranjo linear das fibras colagenas, similar aos
tendBes, com entrada vascular entre as fascias que circundam os fasciculos (DYSON, 2000).
Segundo Gartner & Hiatt (1997) ligamentos sdo compostos por tecido conjuntivo regular
denso, onde as fibras de colageno possuem um arranjo em ondas paralelas.

Achados histoldgicos da porcdo superficial e profunda dos LC da articulacdo MF de
membros toracicos, sem apresentar historico de claudicacdo prévia e sem alteracdes
ultrassonograficas sdo caracterizados por desmdcitos alongados, embebidos em uma matriz
extracelular rica em coladgeno dispostos em um arranjo longitudinal. Em contrapartida,
alteracOes histoldgicas dos LC da articulagdo MF foram caracterizadas pela presenca de areas
hipocelulares com perda de orientacdo das fibras (POHLIN et al., 2014).

A cartilagem articular é um tecido conectivo flexivel composto primariamente por
agua (68-85% do peso), matriz fibrilar contendo colégeno tipo Il (10-20%), proteoglicanos
(agrecanase 5-10%) e condrocitos (MOW & RATCLIFFE, 1997). O maior responsavel pela
propriedade mecénica da cartilagem articular € a agrecanase que, € considerada um
proteoglicano responsavel por ligagdes covalentes ao hialuronato (KIDD et al., 2001). O
processo de osteoartrite € caracterizado microscopicamente pela perda de proteoglicanos
(reducdo da coloracdo metacromatica em seccdes histoldgicas) causada pela degradacéo
enziméatica da cartilagem articular (principalmente pela agrecanase e metaloproteinases).
Associado a estes achados também, se observam exposicdo e calcificacdo das camadas
cartilaginosas, com consequente eburnacdo da superficie éssea subcondral (KIDD et al.,
2001).

Os danos cartilaginosos se iniciam pela liberacdo de citocinas que desencadeiam a
degradacéo de colageno na matriz cartilaginosa. Com a diminuicéo do colageno, a cartilagem
perde a sua capacidade de absor¢cdo de impacto e o exercicio continuo resulta em traumas
constantes e consequentemente insultos a cartilagem (SANTSCHI, 2008).
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ABSTRACT.- De Bastiani G., De La Corte F., Kommers G.D., Brass K.E., Pereira R., Cantarelli C. & Silva T.M.
2015. [Normal ultrasonographic, anatomical and histological aspects of the equine
metacarpophalangeal joint.] Aspectos ultrassonograficos, anatdomicos e histolégicos normais da
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The purpose of this study was to describe and characterize the equine metacarpophalangeal joint
structures through ultrasonographic, anatomical and histological analysis. Seventy forelimb specimens
were obtained from a slaughterhouse and submitted to ultrasonographic evaluation. Thirty specimens
without ultrasonographic detectable lesions were selected for dissection and subsequent anatomical and
histological evaluation. Criteria such as size, shape, architecture and echogenicity were observed in order
to characterize normal ligaments, tendons, joint capsule and articular cartilage of the
metacarpophalangeal joint.

INDEX TERMS: metacarpophalangeal, joint, images, ultrasound, histology.

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi descrever e caracterizar as estruturas que compdem a articulacao
metacarpofalangena equina por meio de andlise ultrassonografica, anatdmica e histolégica. Membros
toracicos equinos (=70), obtidos em instalagdes frigorificas, foram submetidos a exame ultrassonografico
post mortem. Destes, 30 membros apresentaram imagens ultrassonograficas consideradas sem alteragdes.
Posteriormente foi realizada a dissecacdo dos mesmos e o estudo anatomo-histolégico. Critérios como
tamanho, forma, arquitetura e ecogenicidade foram observados a fim de caracterizar as imagens
ultrassonograficas, anatdmicas e histolégicas normais das estruturas ligamentares, tendineas, capsulares
e cartilaginosas da articulacdo metacarpofalangeana equina.

TERMOS DE INDEXACAO: metacarpofalangeana, articulacao, imagem, ultrassom, histologia.

INTRODUCAO

A articulagdo metacarpofalangeana (MF) é uma das articulagbes mais afetadas por lesdes
traumaticas e degenerativas em equinos e por isso é frequentemente submetida a avaliagdes radiograficas
e ultrassonograficas (Denoix 1996). Funcionalmente, essa articulacdo é especializada na realiza¢do de
movimentos de flexdo e extensdo no plano sagital devido a forma do coéndilo do terceiro
metacarpiano/metatarsiano, a presenca de uma proeminente crista sagital e a forca congruente dos
ligamentos que a cercam (Barone 1989).

No aspecto dorsal, a articulagio MF possui uma capsula espessa que mede aproximadamente
Imm na sua insercdo proximal e 0,5mm na distal. A superficie da cartilagem articular e do osso
subcondral pode ser visualizada com o membro na posicdo vertical, apoiado sobre o solo. Porém, para
avaliar a porgdo distal destas estruturas, se torna necessaria a flexdo maxima da articulagdo. Além do
ligamento suspensoério (LS), ossos sesamoides proximais e ligamento intersesamoideano (LI), esta
articulacdo ainda apresenta dois ligamentos colaterais (LC) simétricos formados por duas camadas, uma

1 Recebido em ......oocerrrunnees

Aceito para publicagdo em ........enenmeereeereeenns
2 Departamento de Clinica de Grandes Animais, Hospital Veterinario Universitario (HVU), Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), Av. Roraima 1000, Campus Universitario, Santa Maria, RS 97105-900,
Brasil. *Autor para correspondéncia: grasibage@hotmail.com

3 Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias da Saide (CCS), UFSM, Av. Roraima 1000, Campus
Universitario, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil.



23

superficial ou longa e outra profunda, curta e obliqua. Ela também possui um recesso proximal dorsal
fibroso que contém pouco liquido sinovial em articulacoes sadias e outro recesso proximal palmar com
inumeras vilosidades sinoviais (Denoix 2009). A face palmar do boleto se caracteriza pelo ligamento
anular palmar (LAP)/plantar localizado imediatamente abaixo da pele e tecido subcutaneo. Além disso, as
bordas do fino tendao flexor digital superficial (TFDS) estdo em estreito contato com o tendao flexor
digital profundo (TFDP) oval. Juntamente a eles se observa a manica flexora que desliza em conjunto
sobre o scutum proximal composto pelo ligamento intersesamoideano e os dois ossos sesamoides
proximais (Seignour et al. 2012).

A ultrassonografia é o principal método amplamente disponivel de diagndstico por imagem para
avaliar e diagnosticar lesdes de tecidos moles, incluindo a possibilidade impar de avaliar enteses. Ela
permite o estudo em tempo real e dindmico avaliando tamanho, arquitetura, forma e ecogenicidade das
estruturas (Denoix 2000).

O propoésito deste estudo foi descrever e caracterizar as estruturas normais que compdem a
articulagdo MF equina, utilizando a ultrassonografia, anatomia e histologia. Os dados obtidos sdo
fundamentais para a correta interpretagio ultrassonografica de alteracdes da articulacio MF equina.

MATERIAL E METODOS

Setenta espécimes toracicos equinos, direito e esquerdo, desarticulados na articulagido
intercarpiana foram obtidos em um frigorifico da regido sul do Brasil. Destes, 30 foram selecionados por
apresentarem imagens ultrassonograficas consideradas normais das articulacdes MF, bem como por nio
apresentarem alteracdes fisicas a inspecdo e palpacdo tais como distensdo da bainha digital, alteracdes
nos ramos do LS e efusdo articular.

Os espécimes toracicos equinos selecionados foram levados ao laboratério da Universidade
Federal de Santa Maria, onde foi realizada a tricotomia e a imersdo em agua morna, que favorece a
absorcdo hidrica pelos tecidos cutdneos, permitindo uma melhor transmissio das ondas
ultrassonograficas entre o transdutor e a estrutura a ser examinada. Foi aplicado gel ecografico sobre a
pele em quantidade suficiente para evitar interferéncias na propagacdo do som quando o transdutor era
colocado sobre a mesma.

Os estudos ultrassonograficos realizados na regido MF foram executados com o membro na
posicdo vertical, apoiado sobre o solo e estendido. Imagens ultrassonograficas transversais e longitudinais
foram obtidas usando as abordagens palmar, dorsal, palmar obliqua, dorsomedial e dorsolateral. As
imagens foram obtidas utilizando um equipamento de ultrassom portatil (Myndrai 2200), equipado com
um transdutor linear de 7-10 MHz e um “standoff pad”.

Na face dorsal do boleto (Fig.1A) foi realizada uma sec¢do ecografica transversal para avaliar a
metade proximal do condilo metacarpiano. O transdutor foi deslocado no sentido préximo-distal da
metafise do osso metacarpiano III (McIII) até a falange proximal para observacao da inser¢ao da capsula
articular.

Secgdes ecograficas longitudinais no plano parasagital (Fig.1B e 1C) foram realizadas na face
dorsomedial e dorsolateral da articulagdo MF a fim de avaliar o LC correspondente. Da mesma forma, no
aspecto medial e lateral, na altura da base dos ossos sesamoides proximais, foram produzidas imagens
transversais (Fig.1D) e longitudinais (Fig.1E) do LS.

Na seccdo transversal da face palmar (Fig.1F) da articulagdo MF, o transdutor foi movido lateral
e medialmente para obter imagens do LAP. O transdutor foi inclinado para baixo e para cima, a fim de
produzir imagens negativas e positivas facilitando a visualiza¢do de areas cicatriciais nos tenddes flexores.
Macroscopicamente, a espessura do LAP foi medida com auxilio de um paquimetro.

Posteriormente ao exame ultrassonografico, os espécimes tordcicos foram dissecados e
submetidos a um estudo macroscopico detalhado das estruturas avaliadas. Critérios como tamanho,
forma, consisténcia, presenca de aderéncias e coloracdo foram registrados. Os achados macroscépicos
foram documentados e fotografados, colhidos e fixados em solucdo de formol a 10% por um periodo de 14
dias. Tecidos moles sofreram o processamento de rotina para histologia. Os tecidos dsseos, apés a fixacao,
passaram pela descalcificagio em solugdo aquosa de citrato de sédio e acido férmico e foram
rotineiramente preparados para histologia. As laminas foram preparadas (3um) e coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina.

RESULTADOS
Nos 30 membros avaliados, 36 estruturas normais foram identificadas pelas técnicas ecograficas e
anatomo-histolégicas. Estas 36 estruturas incluiram capsula articular (n= 10), cartilagem articular do
Mclll (n=2), tenddes (n=11) e ligamentos (n=13).
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Face dorsal

Na secgdo ultrassonografica transversal da face dorsal da articulacdo MF a superficie articular do
osso subcondral do MclIl se apresenta como uma superficie 6ssea lisa hiperecogénica. A imagem da
cartilagem articular, que recobre a superficie do osso subcondral do Mclll como uma camada de protecio,
é representada ultrassonograficamente como uma estrutura anecoica e regular. Neste local também se
observa uma estrutura ecogénica que recobre a membrana sinovial e a capsula articular, que se torna
assimétrica no seu aspecto medial e lateral (Fig.2A e Fig.3A). Em condigdes fisiologicas, é dificil identificar
a superficie subcondral do McllIl macroscopicamente, pois a mesma esta coberta pela cartilagem articular,
uma camada brilhante e lisa de coloracdo branco amarelada (Fig.2B). Na articulacdo foram observadas
pequena quantidade de liquido sinovial. Microscopicamente, o osso subcondral apresenta canais
minudsculos (contendo prolongacdes citoplasmaticas celulares) que atravessam o osso se estendendo de
uma superficie 6ssea a outra onde estdo localizados os capilares. Acima do osso subcondral, trés camadas
cartilaginosas podem ser identificadas; uma profunda que delimita o osso subcondral cujos condrécitos
estao dispostos de forma vertical e cujo arranjo de fibras de colageno é radial. Cobrindo esta, ha a camada
intermediaria em que os condrocitos sdo maiores e as fibras de colageno sdo orientadas de forma
aleatéria. E por ultimo, a camada superficial apresenta condrécitos achatados ou ovoides e fibras de
colageno dispostas tangencialmente (Fig.2C). Na avaliagdo macroscoépica e histoldgica, a capsula articular
se apresenta como uma estrutura fibrocartilaginosa de coloracdo esbranqui¢ada (Fig.3B), rica em fibras
de colageno e sinovidcitos podem ser observados em sua periferia (Fig.3C). Ela é pouco elastica
contribuindo desta forma para manter a estabilidade da articulacdo. O espessamento da capsula articular
(2 a 3mm) foi um achado comum avaliado por meio da mensuracdo ultrassonografica e confirmado
macroscopicamente por meio do paquimetro. A membrana sinovial que se localiza na camada interna da
capsula articular é uma estrutura extremamente fina de coloracido rosa claro em condi¢gdes normais e
possui uma quantidade abundante de vasos sanguineos, linfaticos e nervos. Os sinovidcitos se concentram
ao longo de toda a extensdo do bordo interno da membrana, estando interligados entre as fibras de
colageno.

Face dorsolateral e dorsomedial

Na sec¢do longitudinal, apés a localizacdo da fossa colateral lateral ou medial dos condilos
metacarpianos se observa os LCs compostos por duas partes. Uma, superficial ou longa, apresenta fibras
longitudinais que percorrem a porgao lateral distal do McllII chegando as eminéncias da primeira falange.
A outra, profunda ou curta, situada palmar a parte superficial se aloja na fossa condilar abaxial do McIII
com arranjo fibrilar obliquo. As fibras da parte superficial ou longa sdo ecogénicas e estdo dispostas de
forma paralela, sendo facilmente avaliadas. A parte profunda ou curta do ligamento apresenta
ecogenicidade menor que a superficial, com uma arquitetura organizada em pontos longilineos (Fig.4A).

Macroscopicamente a parte superficial ou longa apresenta uma espessura que varia de 1 a 2Zmm
apresentando colora¢do branca amarelada (Fig.4B). Ela é facilmente identificada apds a dissecag¢do dos
ramos lateral/medial do ligamento suspensério e se liga a parte profunda ou curta do LC na fossa condilar.
Histologicamente as fibras de colageno estdo arranjadas em ondas paralelas e sdo compostas por colageno
(Fig.4C).

Face medial e lateral

Na secc¢do transversal, os ramos distais do LS sdo facilmente identificados apés a localizacdo dos
0ssos sesamoides proximais na face lateral ou medial. Eles possuem uma forma trapezoide na sua
insercdo nos bordos apical e abaxial dos ossos sesamoides proximais. A sua aparéncia é ecogénica e
apresenta bordos bem delimitados (Fig.5A). Na seccdo longitudinal, as fibras possuem orientag¢io linear e
paralela. Nesta sec¢do é comum haver falta de contato entre o transdutor e a pele resultando em imagens
com falta de paralelismo das fibras. O transdutor deve ser movido no sentido dorso palmar a fim de evitar
falsos diagnosticos. Os ramos distais do LS se localizam abaxiais ao recesso palmar da articulagio MF e
contém vasos circundados por tecido conectivo. Eles apresentam coloragdo branca amarelada (Fig.5B),
aspecto denso e arranjo linear das fibras similar aos tenddes. A entrada vascular ocorre entre as fascias
que circundam seus fasciculos (Fig.5C) e com células acompanhando a orientagdo das fibras colagenas
chamadas de desmdcitos.

Face palmar

Na abordagem transversal da face palmar da articulagdo MF, abaixo da pele se visualiza tecido
conectivo regular denso e em seguida o LAP. O LAP é visualizado como uma faixa hipoecogénica que cobre
o TFDS e se liga ao mesmo por uma estrutura hiperecogénica chamada mesotendao. O LAP se insere nos
bordos dos sesamoides proximais e se estende lateral e medialmente aos bordos do LI. Ossos sesamoides
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proximais, LAP e LI formam um canal inelastico por onde passam os tenddes flexores chamado de canal do
boleto. O LAP é dificil de ser identificado na imagem ultrassonografica porque a sua espessura na maioria
dos casos ¢ inferior a 1mm. Devido a hipoecogenicidade da bainha sinovial se obtém melhor definicdo do
LAP e do TFDS afastando o transdutor medial ou lateralmente em relagio ao eixo do membro. A coloragio
do LAP variou de branco perolado, branco amarelado a amarelo cinzento. Nao houve relacdo entre
variagdes na coloracdo e alteracdes ultrassonograficas ou histoldgicas. No exame histologico, as fibras
colagenas do LAP apresentaram orientacdo em ondas paralelas. Havia quantidade varidvel de tecido
conectivo regular denso entre o LAP e a pele. Macroscopicamente o espessamento do LAP em condig¢des
patoldgicas estd acompanhado a areas de aderéncia entre a bainha sinovial e o TFDS.

O TFDS na face palmar da articulacdo MF adota um formato plano e conforme a movimentac¢ido
lateral ou medial do transdutor ele se torna mais amplo (Fig.6A). Ele recobre o TFDP e o envolve por meio
de uma estrutura fibrocartilaginosa chamada de manica flexora que permite o deslizamento destas
estruturas durante a fase de hiperextensdo da articulagdo MF, sem que ocorra aderéncia entre os tendoes
flexores. A arquitetura do TFDS se caracteriza por ecos longilineos na secg¢ao ultrassonografica transversal
do tenddo. Ja o TFDP produz ecos pontuais com ecogenicidade maior, formato oval e bordos bem
delimitados e lisos. Macroscopicamente a face palmar do TFDP que estd em contato com o TFDS é lisa.
Anatomicamente os bordos lateral e medial do TFDS emitem uma continuacdo com formato semelhante a
uma faixa formando um anel que envolve o TFDP (Fig.6B). O conjunto das fibras tendineas forma
fasciculos facilmente identificados no corte transversal do tendao e, organizadas de forma paralela sendo
envolvidas por tecido conectivo. A cor varia de branco perolado a amarelo claro. Microscopicamente os
tendcitos na seccdo transversal estdo agrupados linearmente ao longo das fibras tendineas (Fig.6C).
Tecido conectivo regular denso envolve as fibras e desta forma ocorre o agrupamento em fasciculos. J4 na
seccdo longitudinal o arranjo das fibras é linear.

O LI ou ligamento palmar é identificado como uma estrutura fina, ecogénica que ocupa o espaco
de 3 a 6mm formado pelos ossos sesamoides proximais. Macroscopicamente é uma estrutura
fibrocartilaginosa que cobre os ossos sesamoides proximais sendo mais espessa no centro e se tornando
progressivamente mais fina em direcdo aos bordos. Microscopicamente apresenta disposicdo fibrilar
muito semelhante a parte superficial ou longa do LC lateral/medial.

DISCUSSAO

A avaliacdo anatdomica macroscépica e histologica foram os métodos utilizados como referéncia
para avaliar a sensibilidade da técnica ultrassonografica na articulagio MF. Estas avaliacdoes permitiram a
caracterizacdo da cartilagem articular, cdpsula articular, tenddes flexores, LAP, LCs, LS e LI sadios. Estas
sdo as estruturas mais frequentemente afetadas por alteragdes traumaticas e degenerativas adquiridas em
decorréncia da modalidade esportiva, tipo de criagdo e manejo dos animais. As associa¢cdes destas
diferentes técnicas de avaliacdo contribuem com informac¢des que tornam a interpretacido do exame
ultrassonografico e, portanto o diagnoéstico clinico, mais preciso.

A cartilagem articular aparece como uma linha regular hipoecogénica localizada entre a
membrana ou fluido sinovial e o osso subcondral hiperecogénico medindo 0,5 a 1mm (Denoix 2009).
Vanderperren et al. (2012) observaram que alteragdes ultrassonograficas do aspecto dorsal do boleto sdo
caracterizadas por formacgdes de osteéfitos e por anormalidades de superficie 6ssea subcondral que
variavam de pequenas indentacdes a severas irregularidades. Foi observado em nosso estudo, que a
espessura da cartilagem articular deve ser avaliada ultrassonograficamente em toda a sua extensao, pois a
sua diminuicdo pode indicar fibrilacdo ou erosdo cartilaginosa. Histologicamente é possivel diferenciar
facilmente as trés camadas da cartilagem articular contendo condrécitos de diferentes formas em cavalos
adultos (Mcllwraith 2001). De Bastiani et al. (2014) observaram que quando ocorre perda cartilaginosa,
ela inicia na camada superficial se estendendo posteriormente até a camada profunda com possivel
exposicdo do osso subcondral. Baseado na avaliagdo anatdmica macroscépica do nosso estudo, a
cartilagem articular deve apresentar a superficie brilhante e recobrir toda a extensdo do osso subcondral
do condilo do MclIl sem apresentar fissuras. Sendo esta uma caracteristica importante, pois permite
estimar a integridade da cartilagem articular. A presenca de irregularidades 6ésseas, fissuras cartilaginosas
e formacgdo de osteofitos é compativel com alteracdo patolégica da mesma. A fibrilacdo cartilaginosa
representa a perda progressiva das camadas da cartilagem chegando, em muitos casos, a eburnacgio da
mesma e a consequente exposi¢do do osso subcondral (De Bastiani et al. 2014). O osso subcondral quando
lesionado por processos traumaticos ou inflamatérios, acarreta lesdo secundaria da cartilagem articular
devido a falta de suporte 6sseo com liberacdo de citocinas inflamatérias (Lajeunesse & Reboul 2003,
Mcllwraith 2005). Uma vez degradada, a cartilagem articular ndo possui a capacidade de
autorregeneracdo e nos casos onde houver perda de cartilagem com exposi¢do do osso subcondral,
ocorrera a formacdo de tecido cicatricial fibroso (Hurtig et al. 1998). No presente estudo somente foram



26

selecionadas cartilagens articulares que ndo apresentassem as alteracdes descritas acima. O nimero
reduzido de estruturas selecionadas se deve ao fato de que os espécimes foram obtidos em matadouro
para onde sdo destinados cavalos de descarte e a degeneracgdo cartilaginosa é encontrada com frequéncia
na articulacao MF equina.

Nas seccoes ultrassonograficas longitudinais e transversais da face dorsal da articulacio MF, a
capsula articular se localiza entre os tenddes extensor dorsal e lateral (hipoecogénicos), a cartilagem
articular anecéica e o MclIl hiperecogénico subjacente (Denoix et al. 1997). O espessamento da capsula
articular (acima de 2 a 3mm) foi um achado ultrassonografico comum e confirmado macroscopicamente
utilizando-se do paquimetro. Este espessamento, quando bilateral e ndo acompanhado de outras
alteragdes, parece ser uma variacdo anatdmica normal. Uma estrutura importante a ser avaliada é a
camada dorsal da capsula articular, que se encontra em intimo contato com a membrana sinovial, pois o
avermelhamento e espessamento desta estrutura é considerado uma indica¢do de patologia. A camada
interna da cdpsula articular deve ser lisa e brilhante, podendo apresentar vilosidades. Geralmente a
capsula articular possui uma forma assimétrica no seu aspecto lateral e medial e estd localizada
dorsolateral e dorsomedial a crista sagital do condilo metacarpiano (Denoix 1996).

Os LC sdo facilmente identificados quando se inicia o exame, localizando-os no plano sagital para
em seguida avalia-los no plano transversal. Ambas as parte superficial (longa) e profunda (curta) do LC
apresentam fibras paralelas e espessura semelhante entre os aspectos medial e lateral da articulagdo na
seccdo transversal (Reef 1998). Segundo Vanderperren et al. (2008), a parte superficial ou longa se origina
na face distal do Mclll e segue distalmente se inserindo na face proximal lateral/medial da primeira
falange. A parte profunda ou curta é triangular e se origina na fossa condilar abaxial correndo obliqua na
direcao palmar distal e se inserindo na primeira falange e ossos sesamoides. Desvios na conformacdo axial
do membro podem predispor a uma sobrecarga articular e a maior tensdo sobre o LC resultando no seu
espessamento (Yovich et al. 1987). Alteragdes na ecogenicidade acompanhadas de espessamento e da
presenca de ostedfitos articulares sao achados anormais do LC. Porém, como visto neste estudo, o
espessamento por si sé ndo significa uma alteragio patoldgica deste ligamento.

Na regido distal do Mclll, o LS se divide em dois ramos distintos adotando a forma de halteres na
imagem transversal. Devido a refragio resultante da sombra criada pelos bordos dos tenddes flexores, ndo
se identifica os ramos distais do LS de forma adequada a partir do aspecto palmar do membro (Smith
2008). Nas imagens longitudinais as fibras aparecem dispostas em arranjo linear e em intimo contato com
0 osso sesamoide proximal correspondente. Irregularidades da superficie 6ssea dos sesamoides proximais
juntamente com modificacdes na ecogenicidade e tamanho podem ser indicativos de patologia dos
mesmos.

O LAP é espesso na secgao transversal, tornando-se mais fino na sua inserc¢do lateral e medial na
superficie flexora dos ossos sesamoides proximais. As superficies flexoras aparecem neste local como duas
linhas curtas, ligeiramente convexas e hiperecogénicas, produzindo sombras acusticas na parte dorsal
(Seignour et al. 2012). No exame macroscopico, a insercdo do LAP esta fortemente aderida aos ossos
sesamoides proximais e seu afinamento é visivel. A espessura aumentada do LAP associada a presenca de
areas de aderéncia ao TFDS resulta em altera¢des histopatolégicas do LAP e do TFDS (De Bastiani et al.
2014). O transdutor deve ser movido lateral e medialmente para obter imagens da insercdo do LAP nos
sesamoides proximais. Segundo Smith (2008), isto facilita a diferenciacdo entre o LAP e o tenddo devido a
hipoecogenicidade da bainha sinovial. Ultrassonograficamente o espessamento do tecido conectivo
regular denso nao deve ser confundido com patologias de LAP.

Na face proximal dos ossos sesamoides proximais, o TFDS envolve o TFDP, formando um anel
chamado de manica flexora. O aspecto distal da manica flexora esta localizado abaixo do LAP (Wilderjans
2008). Na relagdo entre estas estruturas a presenc¢a de aderéncias é indicativa de alteracdo. O bordo
palmar do TFDP deve ser bem delimitado e liso sem apresentar fissuras verticais. Na regido
metacarpo/metatarsiana, o TFDP adquire forma oval e se torna mais largo e triangular distalmente no
aspecto palmar/plantar da articulagdo MF. Juntamente com a manica flexora, o TFDP desliza pelo scutum
proximal, composto pelo LAP e os dois ossos sesamoides proximais (Denoix 2000). Por isto, é de extrema
importancia que a avaliagdo das estruturas que compdem a face palmar da articulagio MF seja realizada
em conjunto. Em condi¢des biomecanicas normais, a articulagio MF pode ser flexionada e estendida
durante o exame ecografico permitindo observar o movimento simultdneo destas estruturas e a eventual
presenca de aderéncias. Avaliando-se a coloracdo dos tenddes e ligamentos no estudo macroscépico, ela
variou de branco perolado a amarelo claro e vermelho acinzentado. Segundo Gartner & Hiatt (1997), o
amadurecimento dos tenddes pode ser responsavel por mudancas na sua cor bem como o aparecimento
de zonas centrais marrom escuras ou vermelho acinzentadas. Como nido foi possivel obter informacdes
sobre a idade dos animais, ndo se estabeleceu esta relacdo no estudo.
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CONCLUSOES
Os achados macroscdpicos e histoldgicos da articulagio MF normal neste objeto de estudo
descrevem parametros como a arquitetura, tamanho, forma e coloragdo de tenddes, ligamentos, capsula e
cartilagens articulares. Caracteristicas estas, que servem como base para uma interpretacdo
ultrassonografica correta contribuindo desta forma, para um diagnéstico por imagem de exceléncia. O
espessamento da capsula articular e do LAP podem ser considerados como uma variacdo anatémica de
cada animal.

Agradecimentos.- Os autores agradecem ao Frigorifico Foresta pela contribui¢io neste estudo por meio
do fornecimento dos espécimes de membros toracicos equinos.

REFERENCIAS

Barone R. 1989. Articulations metacarpal-phalangiennea, p.187-204. In: Anatomies des Mamiferes
Domestiques - Tome 2: Arthrologie et Myologie. Vigot, Paris.

De Bastiani G., De La Corte F.D., Brass K.E., Kommers G.D. & Denoix .M. 2014. Association of ultrasound
and anatomopathologic findings of equine metacarpophalangeal lesions. ]. Equine Vet. Sci. 34:1218-
1225.

Denoix ].M. 1996. Ultrasonography examination in the diagnosis of joint disease, p.165-202. In: Mcilwraith
C.W. & Trotter G.W. (Eds), Joint disease in the horse. Saunders, Philadelphia.

Denoix ].M., Busoni V. & Olalla M.-]. 1997. Ultrasonographic examination of the proximal scutum in the
horse. Equine Vet.]. 29:136-141.

Denoix J.M. 2000. The equine distal limb, p.243-376. In: Atlas of clinical anatomy and comparative
imaging, Manson Publishing, London.

Denoix J.M. 2009. Ultrasonographic examination of joints in horses: a live demonstration. Proceedings of
the 11t international congress of the World Equine Veterinary Association, Guaruja, SP, Brazil, p.1-10.

Gartner L. P. & Hiatt J.L. 1997. Color Textbook of Histology. Saunders, Philadelphia, p.92-108.

Hurtig M.B., Fretz P.B.,, Doige C.E. & Schnurr D.L. 1998. Effects of lesion size and location on equine
articular cartilage repair mark. Can. J. Vet. Res. 59:137-146.

Lajeunesse D. & Reboul P. 2003. Subchondral bone in osteoarthritis: a biologic link with articular cartilage
leading to abnormal remodeling. Rheumatology 15:628-633.

Mcllwraith C.W. 2005. From arthroscopy to gene therapy: 30 years of looking in joints. Am. Assoc. Equine
Pract. 51:65-113.

Mcllwraith C.W. 2001. Disease processes of synovial membrane, fibrous capsule, ligaments, and articular
cartilage. Proceedings of the 47t annual convention of the American Association of Equine Practioners.
San Diego, CA, USA, p.142-156.

Reef V.B. 1998. Musculoskeletal ultrasonography, p.39-79. In: Equine Diagnostic Ultrasound. Saunders,
Philadelphia.

Seignour M., Coudry V., Norris R. & Denoix ].M. 2012. Ultrasonographic examination of the palmar/plantar
aspect of the fetlock in the horse: Technique and normal images. Equine Vet. Educ. 24:19-29.

Smith R. 2008. Tendon and ligament injury. Proceedings of the 54t annual convention american
association of equine practitioners, San Diego, USA, p.475-501.

Wilderjans H. 2008. Tenoscopy of the digital flexor tendon sheath. Proceedings of the 10th international
congress of the World Equine Veterinary Association, Moscow, Russia, p.182-187.

Yovich J.V.,, Turner A.S., Stashak T.S. & Mcilwraith C.W. 1987. Luxation of the metacarpophalangeal and
metatarsophalangeal joints in horses. Equine Vet. J. 19:295-298.

Vanderperren K., Ghaye B., Snaps F.R. & Saunders J.H. 2008. Evaluation of computed tomographic anatomy
of the equine metacarpophalangeal joint. Am. ]. Vet. Res. 69:631-638.

Vanderperren K., Gielen I., Caelenberg A.V. Van der Vekens E. Raes E.V, Hauspie S., Van Bree H. &
Saunders ].H. 2012. Ultrasonographic appearance of bony abnormalities at the dorsal aspect of the
fetlock joint in geriatric cadaver horses. The Vet. ]. 193:129-134.



28

Figuras e legendas

Fig.1. (A) Seccao ultrassonografica transversal da face dorsal da articulagio MF. (B) Secc¢do longitudinal
parasagital do ligamento colateral lateral da articulagdo MF [transdutor situado na fossa condilar abaxial
do MclIl para a visualizacdo da parte curta ou profunda do ligamento colateral da articulagdo MF]. (C)
Seccdo longitudinal parasagital do ligamento colateral lateral [parte superficial ou longa] da articulagao
MF [face dorsolateral da articulagio MF]. (D) Seccdo ultrassonografica transversal do ligamento
suspensdrio [face medial da articulagdo MF e abaxial do osso sesamoide proximal medial]. (E) Sec¢ido
ultrassonografica longitudinal parasagital do ligamento suspensoério [face medial da articulagdo MF]. (F)
Seccdo ultrassonografica transversal da face palmar da articulagao MF.
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Fig.2. (A) Seccdo ultrassonografica transversal da face dorsal da articulagio MF. Medial para esquerda e
lateral para a direita. A cartilagem articular é representada pela linha regular anecoéica recobrindo a
superficie 6ssea do MCIII [asterisco]. (B) Imagem macroscépica da cartilagem articular esbranquicada
brilhante cobrindo o céndilo do McIIl e crista sagital [asterisco]. (C) Seccdo transversal histologica
ilustrando as trés camadas da cartilagem articular: [1] Camada superficial; [2] Camada intermediaria; [3]
Camada profunda.
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Fig.3. (A) Seccdo ultrassonografica transversal da face dorsal da articulagdo MF. Medial para a esquerda e
lateral para a direita. Cadpsula articular ecogénica [asterisco] recobrindo a cartilagem articular do condilo
do MclII no aspecto medial e lateral e localizada abaixo dos tenddes extensor dorsal e extensor lateral do
dedo [seta]. (B) Superficie externa da capsula articular. (C) Sec¢do longitudinal histolégica da capsula
articular. Fibras de colageno [seta] e vasos sanguineos [asterisco].
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Fig.4. (A) Seccdo ultrassonografica longitudinal da face lateral da articulagdo MF Proximal para a esquerda
e distal para a direita. Parte superficial do LC ecogénica [asterisco]. Parte profunda do LC hipoecogénica
ocupando a fossa condilar [asterisco]. Espaco articular [seta]. (B) Parte superficial do LC dissecada

[asterisco]. (C) Seccao longitudinal histolégica da parte superficial do LC. Note o arranjo ondulado das
fibras de colageno [seta].
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Fig.5. (A) Sec¢do ultrassonografica transversal do ramo medial do LS [seta]. Medial para a esquerda e
lateral para a direita. (B) Ramo medial do LS [asterisco]. (C) Sec¢do histolégica transversal mostrando o
arranjo em fasciculos do LS circundado por tecido conjuntivo regular denso [seta] e o arranjo das fibras
colagenas [asterisco].
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Fig.6. (A) Seccdo ultrassonografica transversal da face palmar da articulagdo MF. Medial para a esquerda e

lateral para a direita. O ecogénico TFDS [seta]. (B) Camada peritendinosa do TFDS [seta] e manica flexora

[asterisco]. (C) Secc¢do histologica longitudinal do TFDS. Tendcitos intercalados por fibras colagenas
[seta].
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Relacdo entre degeneracao cartilaginosa articular do condilo do
metarcarpiano III e entesopatias dos ligamentos colaterais da
articulacao metacarpofalangeana?

Grasiela De Bastiani?®, Flavio D. De La Corte?, Karin E. Brass?, Camila Cantarelli?, Stéfano L. Dau?, Marcos S.
Azevedo3, Taiara M. da Silva?, Glaucia D. Kommers#*

ABSTRACT.- De Bastiani G., De La Corte F.D., Brass K.E., Cantarelli C., Dau S.L., Azevedo M.S,, Silva T.M. &
Kommers G.D. 2017. [Relationship between cartilaginous joint degeneration of the condyle of the
metacarpal III and enthesopathies of the collateral ligaments of the metacarpophalangeal joint.]
Relacdo entre degeneracdo cartilaginosa articular do condilo do metarcarpiano III e entesopatias dos
ligamentos colaterais da articulagio metacarpofalangeana. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.
Departamento de Clinica de Grandes Animais, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000,
Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: grasibage@hotmail.com.

Joint degenerations in the dorsal aspect of the metacarpophalangeal joint (MF) are characterized
by irregularities in the bone surface of the metacarpal III condyle (MCIII) associated to decreasing joint
space. Osteophytes, enthesophytes and joint biomechanics may predispose to the development of
alterations to the collateral ligaments (LC) of the MF joint. The aim of the present study was to determine
the relationship between degenerative processes of the articular cartilage and the enthesopathies of LC
(superficial or deep portion) of the equine MF joint, using radiographic, ultrasonographic and
anatomopathological techniques, as well as establishing their sensitivity. Thirty equine forelimbs were
selected from animals that died due to different causes with an average age of 5.7 years and came from a
private clinic or assigned to the Laboratory of Veterinary Pathology of UFSM. The specimens were placed
in a hydraulic press and submitted to radiographic evaluation (lateromedial, flexed lateromedial,
dorsopalmar, dorsolateral-palmaromedial oblique 45° and dorsomedial-palmarolateral oblique 45°
projections) of the MF joint. Ultrasound evaluation of the dorsal and collateral aspect of the MF joint was
carried out using a Sonosite Edge machine with a 5-10 MHz linear transducer using transverse and
longitudinal images. The specimens were forwarded for macroscopic evaluation and routinely processed
for histology. A highly positive correlation r2 (p < 0.001) was observed between ultrasonographic and
macroscopic techniques, evidencing a relationship between the cartilaginous degenerations of the MF
joint and the medial and lateral LC entesopathies.

INDEX TERMS: articular cartilage; collateral ligaments; metacarpophalangeal joint; equine.

RESUMO.- Degeneracgdes articulares no aspecto dorsal da articulagio metacarpofalangeana (MF) sdo
caracterizadas por irregularidades na superficie 6ssea do condilo metacarpiano III (MCIII) associadas a
diminuicdo do espago articular. Ostedfitos, enteséfitos e a biomecanica articular podem predispor ao
desenvolvimento de altera¢des aos ligamentos colaterais (LC) da articulacdo MF. O objetivo do presente
estudo é determinar a relagao entre os processos degenerativos da cartilagem articular e entesopatias dos
LC (porgao superficial ou profunda) da articulagio MF equina, por meio das técnicas radiogréficas,
ultrassonograficas, anatomopatolégicas e bem como, estabelecer a sensibilidade das mesmas. Trinta
membros toracicos equinos com idade média de 5,7 anos que, morreram por diferentes causas, oriundos
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de uma clinica privada ou destinados ao Laboratério de Patologia Veterinaria da UFSM, foram
selecionados. Os espécimes foram colocados numa prensa hidraulica e submetidos a avaliagdo
radiografica (projecdes lateromedial, lateromedial flexionada, dorsopalmar, dorsolateral-palmaromedial
obliqua 45° e dorsomedial-palmarolateral obliqua 45°) da articulacdo MF. Posteriormente, foi realizada
avaliacdo ultrassonografica do aspecto dorsal e colateral da articulagio MF com um aparelho Sonosite
Edge, transdutor linear de 5-10 MHz, por meio de imagens transversais e longitudinais. Os espécimes
foram encaminhados para a avaliagdo macroscépica e rotineiramente processados para histologia. Uma
correlagdo positiva (r2=0,69; p<0,001) foi observada entre as técnicas ultrassonograficas e
macroscopicas, evidenciando uma relacdo entre as degeneragdes cartilaginosas da articulacio MF e
entesopatias dos LC medial e lateral.

TERMOS DE INDEXACAO: cartilagem articular; ligamentos colaterais; articulacdo metacarpofalangeana;
equinos.

INTRODUCAO

A regido apical palmar/plantar do condilo do III osso metacarpiano /metatarsiano é um local de
predilecdo para ocorréncia de artrose na articulagio MF de cavalos de corrida (Radtke et al. 2003). Estas
artroses acontecem em decorréncia da sobrecarga mecanica, sendo caracterizadas por danos a cartilagem
articular, esclerose e subsequente necrose 6ssea subcondral, que podem ocorrer simultaneamente
(Santischi 2008). Traumas sobrecarregam as articulagdes causando remodelagdo articular aumentando
desta forma a sua resisténcia, mas em consequéncia ocorrem a fibrilagdo e colapso da cartilagem articular
(Radin et al. 1991). Este processo é frequentemente descrito em cavalos de corrida e é provavelmente
desencadeado pela falha prematura da cartilagem articular hialina (Murray et al. 2001). Os LC sao
estruturas responsaveis por limitar o movimento da articulagio MF no plano sagital e na suspensio do
boleto e sdo compostos por duas por¢des sendo uma, a camada superficial ou longa e a outra constitui a
porcdo profunda ou curta que é obliqua e triangular (Barone 1989). Desvios angulares dos membros
toracicos predispdem a sobrecarga e acdo de forgas compressivas na articulacdo aumentando a tensdo
sobre os LC resultando, possivelmente, no seu espessamento (Yovich et al. 1987).

0 objetivo do presente estudo é determinar a relagio entre altera¢des da cartilagem articular do
condilo do MCIII e a presenca de entesopatias dos LC da articulacio MF, por meio de avaliacdes
radiograficas, ultrassonograficas e anatomopatolégicas, assim como demonstrar a aplicabilidade das
técnicas quanto a avaliacdo do aspecto dorsal da articulagdo MF.

MATERIAIS E METODOS

Trinta espécimes do membro toracico (MT) de cavalos da Raga Crioulo (n=30), com idade média
de 5,7 anos, provenientes de animais atendidos na Clinica Hipica de Porto Alegre e do Laboratério de
Patologia Veterinaria da UFSM que foram a 6bito ou submetidos a eutandsia por diversas condi¢des foram
utilizados nesse trabalho. Os espécimes foram seccionados ao nivel da articulagdo intercarpiana e
congelados em freezer a 4°C. Depois de congeladas na origem, os espécimes foram enviados a
Universidade Federal de Santa Maria e acondicionados a 4°C até o momento do processamento e
posteriormente descongelados.

Para obtenc¢do das imagens radiograficas e ultrassonograficas os espécimes foram colocados em
uma prensa hidraulica e submetidos a uma forca de 400-500 kg, de forma a mimetizar o apoio e
biomecanica mais préxima do normal de um cavalo em estagao (Fig.1).

A avaliacdo radiografica foi realizada segundo Vanderperren e Saunders (2009) usando as
seguintes proje¢des: lateromedial (LM) e LM flexionada (LMF); dorsopalmar (DP); dorsolateral-
palmaromedial obliqua 45° (DLPMO) e dorsomedial- palmarolateral obliqua 45° (DMPLO). A avaliagio das
imagens radiograficas foi realizada por uma avaliagdo cega baseando-se nos parametros descritos por
Park et al. (1996) e classificadas em: 0 - sem alteragdes; I - alteragdes leves; II - alteracdes moderadas, I11-
alteracdes severas; [V - alteracdes muito severas, para a presenca de ostedfitos periarticulares, diminuicao
do espaco articular, esclerose éssea subcondral, ostedlise do osso subcondral e presenga de cisto 6sseo
subcondral.

Posteriormente os espécimes foram tricotomizados na regido dorsal, medial e lateral da
articulagdo MF para a obten¢do das imagens ultrassonograficas (US), as quais foram realizadas com um
aparelho de ultrassom Sonosite equipado com um transdutor linear de 7,5-10 MHz por meio de um
avaliador experiente, que ndo obteve conhecimento prévio dos resultados da avaliagdo radiografica. Para
ampliar a superficie de contato entre o transdutor e a estrutura a ser avaliada foi usado um stand off pad.
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Os espécimes foram submersos em agua morna para facilitar a passagem das ondas ultrassonograficas e
posteriormente foi usado gel para melhorar a coaptacio do transdutor a pele. A area avaliada se estendeu
desde o aspecto proximal da insercdo da capsula articular até seu aspecto distal, abrangendo toda a
superficie articular dorsal. No aspecto abaxial foi avaliada a insercdo proximal e distal dos LC. Os pontos
anatémicos considerados foram a superficie 6ssea do condilo do MCIII e a cartilagem articular. Sec¢des
ultrassonograficas longitudinais foram obtidas no plano sagital e parasagital, no aspecto dorsal e abaxial
da articulagdo, avaliando a ecogenicidade, arquitetura, tamanho e forma das fibras do LC longo (ou
superficial) e LC curto (ou profundo). O espago articular e a presenca de osteodfitos ou entesoéfitos
articulares foram avaliados. Sec¢des ultrassonograficas transversais da articulagdo foram realizadas
posicionando o transdutor perpendicular a superficie articular e acompanhando até o limite abaxial
(medial/lateral), obtendo imagens da superficie 6ssea do condilo do MCIII e possiveis irregularidades. A
integridade da cartilagem articular também foi avaliada durante essa abordagem, sendo que a mesma se
apresenta como um espago anecoico e regular que pode estar espessado devido a efusdo sinovial ou
diminuido devido a diminui¢cdo da espessura da cartilagem, associada a irregularidades na superficie
6ssea do MCIII (De Bastiani et al. 2014). O membro contralateral foi avaliado como controle das imagens
ultrassonograficas consideradas com alteracdo.

Os espécimes que apresentaram evidéncias de alteragdes nas imagens radiograficas e/ou
ultrassonograficas foram identificados e preparados para avaliacdo anatomopatoldgica. Inicialmente as
estruturas oriundas da parte superficial e profunda dos LC medial e lateral, cartilagem articular do céndilo
do MCIII foram avaliadas macroscopicamente e as lesdes catalogadas.

Posteriormente, as amostras foram fotografadas e fixadas em solu¢do de formol tamponado a
10% durante um periodo de 14 dias. As amostras de tecidos moles foram processadas rotineiramente
para histopatologia. As amostras de osso subcondral e cartilagem articular do MCIII de casos selecionados,
apos a sua fixacdo, passaram por um processo de descalcificagcdo em solugdo aquosa de citrato de s6dio-
4cido férmico para posterior processamento histolégico e preparacio de secgdes de 3pum coradas pela
técnica hematoxilina-eosina (H-E). Espécimes selecionados foram corados pela técnica azul alciano.

Assim como para a avaliacdo radiografica, as alteracdes encontradas durante as avaliacdes
ultrassonograficas e macroscopicas foram classificadas em 0, sem alteracdes; I, alteragdes leves; II,
alteracdes moderadas; IlI, alteracdes severas e IV, alteracdes muito severas (Quadro 1). A analise
estatistica foi primeiramente realizada com o intuito de linearizar os dados, sendo assim as variaveis de
alteracdes radiograficas, ultrassonograficas e macroscépicas das lesdes degenerativas cartilaginosas e de
entesopatias dos ligamentos colaterais da articulagdo MF foram transformadas em varidveis numéricas e
posteriormente em logaritmo neperiano (Logvariavel). Em seguida foram testadas quanto a normalidade
residual pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a homocedasticidade pelo teste de Levene. Apos, as
variaveis estudadas foram submetidas a andlise de correlagdo de Pearson com o procedimento correlacdo
(PROC CORR) e comando Pearson. As andlises estatisticas foram executadas no aplicativo SAS® System for
Windows™ versao 9.0.

RESULTADOS
Conforme descrito anteriormente as amostras avaliadas no aspecto macroscépico e
histopatolégico foram selecionadas pela presenca de altera¢des identificadas nos exames radiograficos e
ultrassonograficos, sendo divididas em: altera¢des nos coéndilos MCIII (48,39%, X/n total n=30); nos
ligamentos colaterais laterais (29,03%, X/n total n=18); nos ligamentos colaterais mediais (22,58%, X/n
total n=14) em um total de n=30 MT selecionados,

Avaliacao radiografica

Doze espécimes (40%) ndo apresentaram alteragdes radiograficas; 16 (53,33%) espécimes
apresentaram leve ostedlise de osso subcondral associada a leve diminuicdo de espago articular e
osteofitos periarticulares (grau I); um espécime (3,33%) apresentou moderada ostedlise de osso
subcondral associada a moderada diminuicdo de espaco articular e a presenca de ostedfitos
periarticulares (grau II) e em um (3,33%) espécime se observou severa diminuicdo de espaco articular
associada a subluxacio, ostedlise de osso subcondral e osteo6fitos periarticulares (grau IV).

Avaliacao ultrassonografica

Quatorze espécimes (46,66%) examinados apresentaram alteragdes de grau |, representadas por
diminuicdo do espago marginal articular como previamente descrito na avaliagdo radiografica e
observado de forma mais evidente na ultrassonografia devido a possibilidade de comparagdo com o
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membro contralateral. Ndo foram observadas alteragdes ultrassonograficas dos LC lateral ou medial, parte
superficial ou profunda nesses membros toracicos.

As alteracgdes de grau II (Fig.2) incluiram a presenca de irregularidades moderadas da superficie
6ssea do MCIII permitindo a visualizagdo de endentagbes dsseas quando o transdutor era movimentado
no sentido proximodistal; também se observou a diminui¢do exacerbada do espago anecéico ocupado pela
cartilagem articular. Doze espécimes (40%) foram caracterizados como alteragdes de grau II, mas dois
espécimes (6,66%) ndo apresentaram altera¢des significativas nos ligamentos colaterais da articulagdo
MF. Nesta avaliac¢do foi observado envolvimento do LC, normalmente associado ao aspecto onde ocorria a
diminuicdo do espago articular marginal. Todavia, em alguns espécimes associado a este achado foi
observado o comprometimento do LC contralateral do mesmo membro correspondendo ao local o espago
marginal articular se encontrava aumentado de tamanho. As alteracdes observadas nos LC da articulagao
MF incluiram a presenga de entes6fitos em alguns espécimes, e hipoecogenicidade da parte profunda do
LC. Em alguns LC havia zonas hipoecogénicas difusas intercaladas com zonas focais hiperecogénicas, bem
como perda da forma do mesmo e aumento de tamanho quando comparado ao membro contralateral.
Estes achados da parte profunda do LC da articulacdo MF estavam associados a perda do padréo linear das
fibras na porcio superficial do mesmo.

Trés espécimes avaliados (Fig.3) apresentaram alteracdes de grau III (10%), que se
caracterizavam por severa irregularidade e fragmentacgdo da superficie articular dorsal do MCIII associada
a diminuicdo e ao desaparecimento do espago regular anecéico ocupado pela cartilagem articular. Em um
espécime foi observado fragmentos articulares no aspecto medial e lateral do condilo do MCIII presos a
capsula articular. Estes trés espécimes também apresentaram entesofitos e osteo6fitos nos aspectos medial
e lateral da articulagdo com comprometimento da parte superficial e profunda dos LC da articulagdo MF.
Em apenas uma amostra foi identificado a presenca de osteofitos associado a hipoecogenidade da parte
profunda do LC, sem o comprometimento do LC lateral.

Apenas um espécime (Fig.4) apresentou alteracdo grau IV (3,33%), caracterizada por anquilose
completa da articulagdo MF sendo a avaliagdo ultrassonografica extremamente dificil de ser realizada pela
impossibilidade de flexdo associado as formagdes dsseas presentes no aspecto dorsal da mesma. Essas
alteracdes comprometeram também a obtencdo de imagens ultrassonograficas dos ligamentos, pela
dificuldade de diferenciacdo entre as estruturas ligamentares e a estrutura 6sseas, o que levou a
classificacao das alteragdes em grau IV.

Avaliacdo macroscépica

As alteracdes de grau I (46,66%) foram caracterizadas por fissuras verticais leves na cartilagem
articular, sem exposicdo do osso subcondral. Macroscopicamente os LC apresentaram diferencas em
relacio ao seu tamanho. Dois espécimes apresentaram o LC medial parte superficial e profunda
aumentada de tamanho em relacdo ao LC lateral, quatro espécimes apresentaram a relacdo inversa e dois
ndo apresentaram diferenca entre o LC medial e lateral parte superficial e profunda.

Doze espécimes (40%) apresentaram alteragdes macroscopicas de grau Il no condilo do MCIII
aspecto medial e lateral com irregularidades moderadas em relacdo as observacgodes de grau I, associadas a
fissuras horizontais com diminui¢do expressiva da espessura da cartilagem articular e leve exposicdo do
0sso subcondral compativel a leve avermelhamento da superficie dssea. Em alguns espécimes havia
endentacdes ao longo das fissuras horizontais que acompanhavam toda a extensdo do céndilo no seu
aspecto medial, lateral e crista sagital. Os LC em sua inser¢do no céndilo do MCIII apresentam areas
fibroticas espessadas focais e difusas de coloragdo amarela escura associadas em alguns casos a areas
hemorrégicas focais e difusas.

Trés espécimes (10%) apresentaram macroscopicamente alteragdes grau IIl. Destes, dois tinham
fissuras verticais em toda a extensdo do condilo do MCIII e significativa diminui¢do da espessura da
cartilagem articular associada a exposicdo do osso subcondral. No outro espécime estas fissuras eram
horizontais acompanhado das mesmas caracteristicas descritas acima. Os LC destas pegas apresentaram
mesmas alteragdes descritas nas alteracdes de grau Il com a diferenca de que nos trés membros os LC
medial e lateral estavam acometidos.

Na alteragdo macroscopica de grau IV (3,33%) havia formagdo éssea e tecidual em toda a
superficie articular dorsal do condilo do MCIII. Nem a capsula articular nem as inser¢des dos LC medial e
lateral puderam ser identificadas isoladamente. No corte longitudinal realizado com uma serra fita foi
observado liquido purulento emergindo do espago articular associado ao fechamento parcial do espago
articular, acompanhado da mineraliza¢do parcial dos LC. Em alguns pontos os LC apresentavam coloragao
amarelo escuro, ndo sendo possivel a diferenciacio entre por¢io superficial e profunda.
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Avaliagcao microscoépica

Baseado nas avalia¢Ges anteriores foram selecionadas 45 amostras de LC medial e lateral (porg¢io
superficial e profunda) para avaliagdo microscopica, sendo que as mesmas foram classificadas em
alteracgoes leves (35,5%), moderadas (46,7%) e acentuadas (15,5%). Apenas uma amostra (2,22%) nao
apresentou alteracdes. A fibroplasia focal, focalmente extensa ou multifocal (Fig. 5) associada ou nao a
areas de neovascularizacdo foram visualizadas em 88,9% das amostras. A fibroplasia foi caracterizada
pela desorganizacdo das fibras de coldgeno denso e pela invasdo de tecido conjuntivo frouxo que, em
alguns espécimes se apresentava basofilico entre as bandas de tecido conjuntivo denso, associada a
presenca de areas neovascularizadas. Em apenas cinco amostras (11,1%) caracterizadas
ultrassonograficamente e macroscopicamente como alteracdo de grau III os LC medial e lateral observou-
se fibroplasia associada a metaplasia cartilaginosa. A metaplasia cartilaginosa foi caracterizada pela
observacdo de condrocitos isolados ou agrupados em ninhos envoltos por uma matriz basofilica
(condroide). A metaplasia cartilagiona estava associada em todas as amostras a um tecido conjuntivo
frouxo basofilico invadindo o tecido conjuntivo denso. As alteracdes microscépicas nos céondilos do MCIII
(48,39%, X/n total n=30) variaram de perda leve, moderada e acentuada de camadas de cartilagem,
caracterizando o processo de fibrilacdo cartilaginosa. Sendo observadas areas multifocais de fibrilacio
leve a moderada e areas focalmente extensas de fibrilagdo leve a moderada. Os espécimes que receberam
classificacdo ultrassonografica e macroscdpica grau IIl foram compativeis a areas focalmente extensas de
fibrilacdo moderada a acentuada. Somente um caso apresentou perda completa da cartilagem articular
com exposicdo de osso subcondral caracterizando o processo de eburnacao da cartilagem articular.

Avaliacio estatistica

As variaveis radiograficas, ultrassonograficas e macroscopicas foram correlacionadas entre si a
partir da classificacdo dos seus espécimes em relacdo as alteragdes apresentadas em cada avaliagdo
técnica (Quadro 2).

DISCUSSAO

No presente trabalho observaram-se diferentes graus de degeneracdo cartilaginosa associados a
alteracdes dos LC da articulagio MF. Na maioria dos espécimes, o LC acometido estava associado a
diminuicdo do espago articular correspondente, onde havia também osteo6fitos e/ou entesoéfitos
articulares na avaliagdo radiografica e ultrassonografica. No entanto, concomitantemente, na avaliagdo US
foi observado comprometimento do LC contralateral, ou seja, do lado em que o espago articular marginal
estava aumentado de tamanho devido a diminui¢do do espacgo articular marginal contralateral. Em todas
as observacdes histolégicas os LC apresentaram altera¢des como fibroplasia e metaplasia cartilaginosa em
comparacdo as amostras histolégicas controle. Clinicamente as alteragdes de fibroplasia e metaplasia
cartilaginosa focal leve, como as observadas em alguns LC, devem possuir pouca relevancia. Contudo, o
processo continuo de degradacgido cartilaginosa e consequentemente a desestabilizacdo articular pode
evoluir para um comprometimento mais severo dos LC. Na avaliacdo ultrassonografica dos LC da
articulagdo MF deve ser considerado um possivel envolvimento articular com base na formagio de
entesofitos. Ross (1998) descreve que, o desenvolvimento de ostedfitos marginais e a formagdo de
enteso6fitos presos a capsula articular sdo achados compativeis com osteartrite da articulacao MF.

Os achados obtidos na avaliagdo ultrassonografica e macroscépica da cartilagem articular do
condilo do MCIII e dos LC colaterais da MF apresentaram forte correlagdo (r2=0,69; p<0,001),
confirmando a contribui¢io da técnica ultrassonografica para a avaliagdo do aspecto dorsal da articulagdo
MF. Isto se tornou evidente ao verificar que, as avaliagdes US e macroscopicas dos espécimes foram
compativeis em seus graus de alteracdo. Entretanto, a avaliacao radiografica ndo demonstrou correlacao
com as outras técnicas selecionadas para o estudo. O estudo radiografico revelou diminui¢cdo do espago
articular da articulagdo MF e a presenca de fragmentos articulares associados a possiveis lesdes de
artrose, também observados na avaliacdo US. A integridade da cartilagem articular e as alteragdes de LC s6
foram passiveis de serem diagnosticadas por meio da ultrassonografia. Tradicionalmente, a radiografia é a
primeira op¢do em termos de diagnostico por imagem a ser utilizada para avaliar a maioria das lesdes
6sseas que provocam claudicagbes em equinos (Vanderperren & Saunders 2009), enquanto a
ultrassonografia é amplamente utilizada para detectar lesdes em tecido moles, como tenddes e ligamentos
e, mais recentemente na avaliacdo da articulagdo MF (Denoix et al. 1996, Redding 2001, Smith & Smith
2008). Devido a alta reflexdo do som na interface de tecidos moles, o US se torna ideal para avaliar a
superficie de contorno dsseo (Cho et al. 2004). A ultrassonografia tem se demonstrado superior a imagem
radiografica na deteccdo de fragmentos da face 6ssea dorsal da articulagdo MF, visto que varios
fragmentos possuem aparéncia hiperecogénica e produzem uma sombra acustica distal subjacente a
superficie 6ssea (Vanderperren & Saunders 2009, Parmar et al. 2010). Alteragdes na linearidade do osso
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subcondral também podem representar lesdes (Relave et al. 2009), facilmente diagnosticadas por US
como erosdes, irregularidades e ostedfitos (Denoix et al. 1996).

Os achados ultrassonograficos do aspecto dorsal da articulagio MF identificados no presente
estudo sdo: diminuicdo do espago ocupado pela cartilagem articular associada a irregularidades 6sseas
subcondrais do céndilo do MCIII, presen¢a de fragmentos presos ou ndo a capsula articular, diminuigao de
espaco articular com presenca ou ndo de ostedfitos e/ou enteséfitos. A observacdo ultrassonografica
transversal permitiu identificar se a irregularidade 6ssea subcondral do aspecto dorsal da articulagio MF
era focal ou difusa. Segundo Olive et al. (2009), as endentacdes no osso subcondral foram frequentemente
observadas na superficie lateral, se comparado a medial e na sua grande maioria das vezes estava
associada a presenca de osteofitose marginal. O envolvimento do osso subcondral no processo de génesis
da artrose ainda nio esta claro (Olive et al. 2009). Logo, a esclerose aumenta a rigidez do osso e transfere
este impacto para a cartilagem articular. Por estas razdes alguns pesquisadores argumentam que as
alteracdes Osseas sdo primdrias na génese da osteoartrose e acreditam que as mesmas possam
desencadear a degeneracao cartilaginosa (Dunstan et al. 1993).

A avaliacdo macroscopica da articulagdo metacarpo/metatarsofalangeana de cavalos de corrida
revelou defeitos na superficie dssea da face dorsal da articulagdo MF que variaram de fibrilagdo, eroséo e
endentacdes focais da cartilagem articular a cavitacdo do osso subcondral, achados estes caracteristicos
de osteocondrose traumatica (Norrdin et al. 1998). Nas observa¢des macroscopicas da cartilagem
articular do condilo do MCII], foi possivel identificar fissuras que podem ser verticais difusas ou unicas e
horizontais que atravessam toda a extensdo da superficie dssea do condilo do MCIII. A intensidade da
degeneracgio cartilaginosa estd associada a perda das camadas de cartilagem articular levando a exposi¢io
do osso subcondral, com varia¢cdes de cor que vao de rosa-claro, vermelho-claro a um vermelho mais
intenso. Processos avancados de degeneracdo cartilaginosa se caracterizam pela presenca de fibrilacado e
eburnacdo, devido a perda total ou progressiva de camadas da cartilagem articular que
ultrassonograficamente sio representadas pela auséncia de um espaco anecdico adjacente ao o0sso
subcondral (De Bastiani et al. 2014). Segundo Vanderperren et al. (2012), osteéfitos marginais localizados
na periferia da juncdo osteocondral sdo um componente conhecido da osteartrose em equinos, assim
como fissuras do osso subcondral sdo frequentemente observadas macroscopicamente na superficie 6ssea
lateral/medial combinadas com a presenca de ostedfitos marginais. Ossos sdo modelados e remodelados
ao longo de toda a vida dos equinos em resposta ao exercicio, mas em algum momento a readaptacdo nio
ocorre (Riggs et al. 1999). O processo final se caracteriza por colapso da cartilagem articular e do osso
subcondral devido a sobrecarga continua (Firth & Rogers 2005). Segundo Cantley et al. (1999), as
hipéteses para o desenvolvimento de osteoartrite da articulagio MF em animais selvagens podem estar
relacionadas a ocorréncia natural em funcdo da idade, como aumento da densidade mineral do osso
subcondral na eminéncia proximodorsal da primeira falange e lesdes da cartilagem que recobrem a
superficie subcondral que se tornam mais severas. Osteoartrites sdo caracterizadas pela perda e
consequente erosdo da cartilagem articular, formacao de osteéfitos periarticulares e alteracdes em tecidos
moles sendo frequentemente observadas na ultrassonografia (Redding 2001).

Os tecidos moles da articulagdo MF se tornam propensos a lesdes devido a instabilidade na
hiperextensdo medial/lateral ou devido a subluxag¢des. Espessamento dos ligamentos, falta de paralelismo
das fibras e altera¢des de ecogenicidade, sdo achados ultrassonograficos anormais observados na parte
superficial do LC medial/lateral. Ultrassonograficamente, o LC superficial se estende no sentido
proximodistal, perpendicular a superficie do céndilo do MCIII e suas fibras sdo ecogénicas e dispostas
vertical e paralelamente em relagdo a pele, facilmente visualizados no plano longitudinal (Denoix et al.
1996). Nesta avaliagdo ultrassonografica de LC da articulagio MF se deve observar a presenca de
envolvimento articular com base na formacgdo de enteséfitos. O desenvolvimento de osteéfitos marginais e
a formagdo de entesdfitos presos a capsula articular sio achados compativeis com osteoartrite da
articulacdo MF. Esclerose subcondral, defeitos radioluscentes e degeneragdo cartilaginosa podem ser
extensos, mesmo com minima evidéncia radiografica de formagao de osteéfitos (Ross 1998). Degeneragao
cartilaginosa é caracterizada pelo espaco anecoico reduzido, que representa tecido cartilaginoso,
associado a irregularidades de superficie 6ssea do condilo do MCIII em secgdes ultrassonograficas
transversais, sem obrigatoriamente apresentar formagio de entesdfitos (De Bastiani et al. 2014). Achados
histolégicos da camada superficial e profunda dos LC de membros toracicos, sem claudicagcdo e sem
alteracgdes ultrassonograficas, sdo caracterizados por desmécitos alongados, embebidos em uma matriz
extracelular rica em coldgeno, organizada longitudinalmente ao longo do seu eixo. A presenc¢a de
metaplasia cartilaginosa, em que o tecido cartilaginoso contém pequenas quantidades de cartilagem
hialina, caracterizada por uma matriz basofilica homogénea com células condroides arredondadas,
representa alteragdes mais severas (Pohlin et al. 2014). Esta alteragdo foi observada em 15,62% dos LC
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avaliados associada a presenca de areas de fibroplasia e neovascularizacdo; em contrapartida, todas as
amostras apresentaram fibroplasia e neovascularizagio.

As articulagdes metacarpo/metatarsofalangeana possuem alta mobilidade exigindo desta forma
uma complexa rede de estruturas estabilizadoras para suportar as for¢cas de compressdo. Os LC medial e
lateral limitam a movimentacdo destas articulagdes no plano sagital (Richardson 2003). A ruptura
traumatica ou cirargica dos LC resulta em instabilidade articular e maior probabilidade de osteoartrite
(Yovich et al. 1987). Neste estudo foi observado que alteracdes leves, moderadas a severas e muito
severas da cartilagem articular estavam associadas a alteracdes ultrassonograficas, macroscépicas e
histolégicas dos LC.

CONCLUSOES
Alteragdes articulares como diminui¢do de espaco articular, associada a presenca de ostedfitos
marginais, irregularidades de superficie 6ssea e diminuicdo do espago ocupado pela cartilagem articular,
bem como a fibrilacdo multifocal e ou focalmente extensa da cartilagem articular estdo associadas a
fibroplasia, neovascularizacdo e metaplasia cartilaginosa dos LC medial e lateral. Para a avaliagdo da
degeneracio cartilaginosa associada as alteracdes dos LC a técnica ultrassonografica se mostrou mais
sensivel que a radiografica.
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Figuras e legendas
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Fig.1. Espécimes do MT equino submetidos a uma prensa hidraulica para a realizagdo das projecdes
radiograficas.
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Fig.2. (A) Projecdo radiografica DP da articulacdo MF- esclerose de osso subcondral [seta]. (B) Projecao

radiografica LM da articulacdo MF- osteofito periarticular [seta]. (C) Proje¢do radiografica DLPMO da
articulagdo MF- ostedfito periarticular [seta]. (D) Seccdo transversal US da articulagio MF [medial a
esquerda e lateral a direita]- Fragmentacao e irregularidade 6ssea da superficie do condilo do MCIII [seta].
Diminuicdo do espago ocupado pela cartilagem articular [asterisco]. (E) Condilo do MCIII- fissuras
verticais [seta]. (F) H&E - fibrilagdo da cartilagem articular do céndilo do MCIII [seta]. Objetiva 20x. (G)
Azul Alciano- area de fibrilagdo da cartilagem articular do condilo MCIII associada a fraca coloragdo azul
[seta]. Objetiva 20x. (H) Seccdo US longitudinal da fossa condilar do MCIII [proximal a esquerda e distal a
direita] - LC lateral [imagem a esquerda] irregularidade da superficie 6ssea do MCIII associada a
diminui¢do de espago articular marginal e a presenca de ostedfitos [seta]. Espesssamento e
hipoecogenidade alternada por areas ecogénicas da por¢do profunda do LC lateral [asterisco]. LC medial
[imagem a direita] - espessamento da por¢do profunda [asterisco]. (I) LC lateral [esquerda] - area de
coloracdo avermelhada difusa [asterisco]. LC medial [direita] - area de coloracdo avermelhada focal
[asterisco]. Objetiva 20x. (J) H&E - LC lateral- neovascularizacio (asterisco) e fibroplasia (seta). Objetiva

20x. (L) H&E - LC medial - fibroplasia [asterisco]. Objetiva 20x.
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Fig.3. (A) Secc¢do US transversal do aspecto dorsal da articulagdo MF. Medial a esquerda e lateral a direita.
Irregularidade da superficie 6ssea e diminuicdo do espaco ocupado pela cartilagem articular medial e
lateral [asterisco]. (B) Condilo do MCIII- fissuras horizontais [asterisco]. (C) H&E- Fibrilagio da cartilagem
articular do cdndilo do MCIII associada a fragmentacdo da mesma [seta]. Objetiva 20x. (D) Seccdo
longitudinal US da fossa condilar do MCIII. LC lateral e medial. Proximal a esquerda e distal a direita.
Espessamento do ligamento colateral medial por¢do profunda [asterisco] associado a diminuicdo de
espa¢o marginal lateral [seta]. (E) LC lateral [por¢do profunda] area fibrética circular delimitada amarelo
escuro [asterisco]. (F) LC medial [por¢do profunda] area fibrética difusa amarelo escuro [asterisco]. (G)
H&E- LC lateral com condrdcitos isolados [seta] e fibroplasia [asterisco]. Objetiva 20x. (F) H&E- LC medial
com areas de fibroplasias [seta]. Objetiva 20x. (I) Projecdo radiografica DP da articulagdo MF- diminuigao
de espag¢o marginal lateral associado a presenca de ostedfito [seta]. (J) Projecdo radiografica DMPLO da
articulacao MF- osteéfito periarticular [seta].
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Fig.4. A- Severa diminuicdo de espaco articular [subluxacdo] associado a ostélise de osso subcondral e
osteodfitos periarticulares [seta]. (B) Proliferacdo 6ssea severa (seta). (C) Face dorsal do condilo MCIII-
proliferacio 6ssea exacerbada [asterisco]. (D) Secgdo longitudinal do condilo do MCIII- proliferagido 6ssea
associada a anquilose articular [seta]. (E) H&E- condrdcito [seta] circundado por uma matriz basofilica
correspondente a area de fibroplasia [asterisco]. Objetiva 20x. (F) H&E - fibroplasia [asterisco]. Objetiva
20x. (G) Azul alciano - matriz azul alciano positiva [asterisco] correspondente a metaplasia cartilaginosa
[seta]. Objetiva 20x.
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Fig.5. (A) Seccdo longitudinal da fossa condilar do MCIII [proximal a esquerda e distal a direita]. Por¢do
profunda espessada [asterisco preto] porg¢do superficial [asterisco vermelho] associado a presenca de
osteofito marginal [seta]. (B) LC medial porg¢do profunda - area avermelhada difusa e espessada. (C) H&E -
LC medial por¢do profunda - fibroplasia [asteriscos]. Objetiva 20x. (D) Azul alciano - LC medial porgao
profunda- matriz azul alciano positiva. Objetiva 20x.



Quadro 1 - Relacido de achados ultrassonograficos e macroscdpicos

Lista de quadros
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Classificacdo Ultrassom Macroscépico
0- Sem alteracdes Nao apresenta alteragdes US. Nao apresenta alteragdes
macroscopicas.

I- Leve

II- Moderada

III- Severa

IV- Muito Severa

Leve irregularidade da superficie
o0ssea do MCIII; leve diminui¢cdo
do espago ocupado pela

cartilagem articular.

Moderada irregularidade
associada a endentagdes da
superficie 6ssea do MCIIL;
diminuicdo do espa¢o ocupado
pela cartilagem articular.
Presenca de  ostedfitos e

entesofitos. Alteracdes dos LC.

Severa irregularidade associada a
fragmentacdes da  superficie
6ssea do MCIII; diminuicdo e
desaparecimento espa¢o ocupado
pela cartilagem articular.
Presenca de  ostedfitos e

entesofitos. Alteracdes dos LC.

Colapso completo dos espagos
articulares associado a intensa
proliferacdo éssea. Ndo ocorre
diferenciacdo das  estruturas
ligamentares. Ndo se observa a

cartilagem articular.

Fissuras verticais leves na

superficie do MCIII.
Fissuras horizontais com
diminuicdo expressiva da

cartilagem articular associado a
areas vermelhas da superficie do
MCIII. Os LC apresentam areas

fibréticas a hemorragicas.

Mesmas caracteristicas citadas
anteriormente associadas a
exposicdo do osso subcondral do

MCIIL

Proliferacdo dssea e tecidual do
aspecto dorsal da MF.

Mineraliza¢do dos LC.

MCIII: terceiro osso metacarpiano; MF: articulagdo metacarpofalangeana; LC: ligamentos colaterais.
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Quadro 2 - Correlacio de Pearson entre o diagndstico radioldgico, ultrassonografico e
macroscdpico de lesdes degenerativas cartilaginosas e entesopatias dos ligamentos colaterais da
articulacao MF.

Avaliacado Raio X Ultrassom Macroscépico
Raio X 1 0,47rs 0,47ns
Ultrassom 1 0,83
Macroscépico 1

nsN3o significativo; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Caracterizacgdo ultrassonografica, macroscopica e histoldgica da
insercdao proximal do ligamento suspensorio em cavalos Crioulos?

Grasiela De Bastiani?*, Flavio Desessards De La Corte?, Karin Erica Brass?, Camila Cantarelli?, Ligia Maria
Mouri Malfestio3, Daniela Schwingel3, Taiara Muller da Silva*, Glaucia Denise Kommers#*

ABSTRACT.- De Bastiani G., De La Corte F.D., Brass K.E., Cantarelli C., Malfestio L.M.M., Schwingel D., Silva
T.M. & Kommers G.D. 2017. [Ultrasonographic, macroscopic and histological characterization of the
proximal insertion of the suspensory ligament in Crioulo horses.] Caracterizagido ultrassonografica,
macroscopica e histolégica da insercao proximal do ligamento suspensoério em cavalos Crioulos. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica de Grandes Animais, Universidade Federal de
Santa Maria, Av. Roraima 1000, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: grasibage@hotmail.com.

Although a routine diagnostic modality, the ultrasonography still has some limitations for the
diagnosis of lesions as in the proximal insertion of the suspensory ligament (PISL) because of its
composition that includes muscle fibers and adipose tissue immersed between the ligament fibers. The
objective of the present study was to describe the ultrasonographic, macroscopic and histological aspects
of the PISL of thoracic limbs (TL) and pelvic limbs (PL) of Crioulo horses (CH). We selected 34 specimens
of TL (right and left) and 10 specimens of PL of horses with a mean age of 5.7 years, from a private clinic
or destined to the Department of Veterinary Pathology of UFSM, who died due to different causes. The
animals had no previous history of lameness in selected limbs related to the PISL injuries. The 34
specimens of the PISL TL were divided by CH (n = 25) and Thoroughbred horses (TGH) (n = 9), which
served as the control group, and 11 specimens of PL PISL divided into CH breed (n = 8) and TGH (n = 3),
also as control group. The US examination was performed in the PISL with a Sonosite Edge machine, 5-10
MHz linear transducer, with transverse and longitudinal palmaromedial and palmarolateral images of the
proximal face of the metacarpal (MC) III, II and IV. In PL, the evaluation was performed four centimeters
below the chestnut in the plantaromedial aspect of metatarsal III and II (MTIII / MTII). PISL lobulated
form and size compared to the contralateral limb, as well as the regularity of the palmar bone surface of
MC III, II, IV, were also observed. Subsequently, the dissection of the PISL lobes was performed, as well as
its macroscopic evaluation, which preceded the histological processing of the samples. In specimens of the
CH breed, PISL has an echogenicity that varies from peripheral dorsal hyperechogenic zones that merge
into echogenic and hypoechogenic zones where its lobulation occurs. In the samples from the TGH group,
PISL is also lobulated, but with differences in the echogenicity pattern such as diffuse hypoechogenicity
and echogenicity. Macroscopically, CH samples presented a large amount of adipose tissue that
corresponds to the dorsal peripheral zone of PISL, which ends in the connective tissue that delimits the
ligamentous lobes. On a macroscopic cross section of PISL, muscle fibers in red are mixed to white
ligament fibers at the center of the ligament. This macroscopic finding was not observed in TGH, where
muscle fibers overlap the ligament fibers throughout the ligament extension and small amounts of fat are
present in the dorsal periphery of the ligament. PISL in PL has a triangular shape with echogenicity
characteristics very similar to those mentioned in the thoracic limb. In ultrasonographic, macroscopic and
histological evaluation, PISL samples in TL and PL of CH demonstrated a higher amount of peripheral
dorsal adipose tissue, as well as a greater amount of ligament and muscle fibers merged, compared to
TGH.

INDEX TERMS: suspensory ligament; ultrasound; macroscopy; histology; equine.
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2 Departamento de Clinica de Grandes Animais, Hospital Veterinario Universitario (HVU), Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), Av. Roraima 1000, Campus Universitario, Santa Maria, RS 97105-900,
Brasil. *Autor para correspondéncia: grasibage@hotmail.com

3 Departamento de Histologia, IMED, Rua Senador Pinheiro, Campus Passo Fundo, RS, 99070-220, Brasil.

4 Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias da Saude (CCS), UFSM, Av. Roraima 1000, Campus
Universitario, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil.


mailto:grasibage@hotmail.com

51

RESUMO.- Embora uma modalidade diagndstica rotineira, a ultrassonografia ainda possui algumas
limitagdes para o diagnéstico de lesdes como as que afetam a insergdo proximal do ligamento suspensoério
(IPLS). Uma dessas limitagdes é relacionada a composicio desse ligamento que inclui fibras musculares e
tecido adiposo intercalados entre as fibras ligamentares. O objetivo do presente trabalho foi descrever os
aspectos ultrassonograficos (US), macroscopicos e histolégicos da IPLS de membros toracicos (MT) e
membros pélvicos (MP) de equinos da raga crioulo (CC). Foram selecionados 34 espécimes de MT (direito
e esquerdo) e 10 espécimes de MP de equinos com idade média de 5,7 anos, que morreram por diferentes
causas, oriundos de uma clinica privada ou destinados ao Laboratdrio de Patologia Veterinaria da UFSM.
Nao havia histdrico prévio de claudicagdes nos membros selecionados que pudessem estar relacionadas a
lesdes da IPLS. Os 34 espécimes da IPLS MT foram divididos pela raca CC (n= 25) e Puro Sangue Inglés
(PSI) (n=9), o qual serviu como grupo controle e, 11 espécimes da IPLS do MP divididos em raga CC (n=8)
e PSI (n=3) também como grupo controle. O exame US foi realizado na IPLS com um aparelho Sonosite
Edge, transdutor linear de 5-10 MHz, com imagens transversais e longitudinais palmaromedial e
palmarolateral da face proximal do metacarpiano (MC) III, Il e IV. No MP a avaliagio foi realizada quatro
centimetros abaixo da castanha no aspecto plantaromedial do metatarsiano III e II (MTIII / MTII). Foram
também observadas a forma lobulada da IPLS e o tamanho em comparag¢do ao membro contralateral, bem
como a regularidade da superficie 6ssea palmar do MC II], II, IV. Posteriormente foi realizada a disseca¢do
dos lobos IPLS, bem como a avaliacdo macroscépica dos mesmos que antecedeu o processamento das
amostras para histologia. Em espécimes CC, a IPLS possui uma ecogenicidade que varia de zonas
periféricas dorsais hiperecogénicas que se mesclam a zonas ecogénicas e hipoecogénicas onde ocorre a
sua lobulacdo. Nas amostras do grupo PSI, a IPLS também é lobulada, mas com diferencas no padrio de
ecogenicidade como, hipoecogenicidade e ecogenicidade difusas. Macroscopicamente, as amostras CC
apresentaram uma grande quantidade de tecido adiposo que corresponde a zona periférica dorsal da IPLS,
a qual termina no tecido conjuntivo que delimita os lobos ligamentares. Em uma seccdo transversal
macroscopica da IPLS as fibras musculares em vermelho se mesclam as fibras ligamentares brancas no
centro do ligamento. Este achado macroscépico nio foi observado na raga PSI, onde as fibras musculares
intercalam as fibras ligamentares em toda a extensao do ligamento e pequenas quantidades de gordura
estdo presentes na periferia dorsal do mesmo. A IPLS no MP possui um formato triangular com
caracteristicas de ecogenicidade muito similares as citadas no MT. Na avaliagdo US, macroscdpica e
histoldégica as amostras da IPLS em MT e MP de equinos na raga CC demonstraram uma maior quantidade
de tecido adiposo dorsal periférico bem como, uma maior quantidade de fibras musculares e ligamentares
mescladas em comparagdo as amostras PSI.

TERMOS DE INDEXACAOQ: ligamento suspensério, ultrassom, macroscopia, histologia, equino.

INTRODUCAO

A claudicacdo originada no ligamento suspensério (LS) é um achado comum em cavalos de
esporte (Dyson 1991). Muitas publicagdes tém como tema principal o diagnoéstico, ocorréncia e
alternativas de tratamento para as desmites proximais do LS. Entretanto, quando consideramos a
principal modalidade de diagndstico, a ultrassonografia, as alteracdes do LS relacionadas a sua estrutura e
a sua forma nem sempre podem ser facilmente diferenciadas de achados normais (Zauscher et al. 2013).

No membro toracico (MT) o LS origina-se no aspecto palmaroproximal do MCIII (Gibson & Steel
2002) e no III carpiano (Werpy et al. 2013). No membro pélvico (MP), o LS surge na fileira distal dos ossos
tarsais e no aspecto plantaroproximal do MTIII (Gibson & Steel 2002) e possui um formato triangular
(Werpy et al. 2013). Uma porg¢do adicional proveniente do calcaneo também é descrita (Schulze 2007,
Schulze & Budras 2008).

A ultrassonografia é a modalidade de imagem mais frequentemente utilizada para avaliacdo do
aparelho suspensério (Carnicer et al. 2012). Embora tenha sido a modalidade de imagem indicada para a
avaliacdo de tenddes e ligamentos conforme Denoix (1994), a interpretacdo das imagens
ultrassonograficas da inserc¢ao proximal do ligamento suspensorio (IPLS) pode se tornar um desafio em
consequéncia da diversidade de ecogenicidade encontrada nessa regido especifica. Essa diversidade se
deve ao surgimento de artefatos em fun¢do da composicao histoldgica tnica do LS que apresenta fibras
musculares, o que inclusive o faz ser chamado de musculo interdsseo Il (Budras et al. 2003). Tal
observacdo também decorre das diferentes propriedades acusticas dos diferentes tecidos que o compdem
(O’Neil 2008). As fibras musculares possuem menor ecogenicidade que as fibras ligamentares, criando
uma variacao de ecos na IPLS normal (Agut et al. 2009). Além de fibras musculares ha também tecido
adiposo o qual é, em geral, hiperecogénico (Bischofberger et al. 2006). Contudo, muitas vezes, o tecido
adiposo ¢ intercalado as fibras musculares dentro dos fasciculos ligamentares, contribuindo para uma



52

variacdo de ecogenicidade do LS (Scharamme et. al. 2012). A IPLS é constituida por uma forte banda
tendinosa contendo uma quantidade variavel de tecido muscular e tecido adiposo (Dyson 1998). A IPLS é
composta por fasciculos musculares cercados pelo tecido conjuntivo denso, ou especificamente feixes de
coldgeno em arranjo paralelo de fibras. O tecido conjuntivo frouxo circundante dificilmente poderia ser
descrito como o classico perimisio, pois possui caracteristicas similares ao tecido que circunda o tecido
tendinoso (Soffler et al. 2006).

A rotina da avaliagdo US da IPLS do CC acarreta muitas dividas em sua interpretacao, devido a
caréncia de informagdes sobre a sua composicdo tecidual que influencia diretamente no seu padrio
ecogénico. Para tanto, o objetivo deste trabalho é descrever a associagdo dos achados ultrassonogréficos,
macroscopicos e histolégicos, proporcionando desta forma uma caracterizagdo mais precisa da IPLS na
raca CC.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados trinta e quatro espécimes da IPLS do MT e onze do MP das racas CC e PSI que,
foram utilizados como amostras controle. Esses espécimes eram provenientes de animais que foram a
6bito por causas diversas, em uma clinica equina privada da regido sul do Brasil ou de equinos
encaminhados ao Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria. A idade
média dos animais foi de 5,7 anos de idade. Para obtenc¢do dos MT, esses foram desarticulados na regiao
intercarpiana e para obten¢do dos MP, esses foram desarticulados na articulagdo intertarsiana proximal.
Depois de congeladas na origem, os espécimes foram enviados a Universidade Federal de Santa Maria e
acondicionados a 4°C graus. A ultrassonografia foi o0 método de diagndstico por imagem escolhido para a
caracterizacdo da ecogenicidade, tamanho, forma e arquitetura da IPLS da raga CC e as imagens foram
comparadas e obtidas sob as mesmas condi¢des de membros oriundos do grupo PSI. Os espécimes foram
tricotomizados na regido proximopalmar no MT e proximoplantar medial abaixo da castanha no MP. Para
facilitar a passagem das ondas US as pegas foram submersas em dgua morna e se utilizou gel para melhor
coaptacdo do transdutor a pele. Um stand-off pad foi acoplado ao transdutor para ampliar a superficie de
contato entre o transdutor e a estrutura a ser avaliada. As imagens ultrassonograficas foram produzidas
com um aparelho Sonosite equipado com um transdutor linear 5-10 MHz. A avaliacdo da IPLS no MT foi
realizada por meio de trés abordagens, uma secgdo transversal proximopalmar com o intuito de observar
os dois lobos em conjunto e a superficie dssea do MCIII na mesma imagem e, num segundo momento, cada
lobo separadamente em uma abordagem palmaromedial e palmarolateral e uma sec¢do longitudinal e
transversal, examinando-se a entese do MCIII entre o MCII e MCIV. No MP se utilizou uma abordagem
palmaromedial, com uma sec¢do transversal e outra longitudinal, aproximadamente quatro centimetros
(cm) abaixo da castanha. Para facilitar a abordagem US e manter o apoio dos membros similar a
biomecanica normal em estacao, os espécimes foram colocados em uma prensa hidraulica sob a forca de
400 a 500 kg. Critérios como ecogenicidade, tamanho, forma, arquitetura e entese da IPLS na raga CC e PSI
nos MT e MP foram avaliados. Foram selecionados para o estudo macroscépico e histolégico espécimes de
ambas racas que ndo apresentaram alteracdes US na IPLS. Em seguida os lobos medial e lateral da IPLS
foram dissecados na regido proximopalmar do MT, aproxidamente dois cm abaixo da articulacdo
carpometacarpiana; no MP, os espécimes foram dissecados na regido proximopalmar medial quatro cm
abaixo da castanha. Os lobos medial e lateral da IPLS no MT foram seccionados em cortes transversais,
bem como o arredondado lobo no MP e, fotografados para documentacao. Posteriormente, as amostras
foram fixadas em solu¢do de formol tamponada a 10% durante um periodo de 14 dias. As amostras de
tecidos moles foram rotineiramente processadas para histologia em sec¢des de 3pum e foram coradas pela
hematoxilina-eosina. Posteriormente, foi realizada a avaliagdo morfométrica das variaveis como tecido
conjuntivo denso, tecido conjuntivo frouxo, tecido adiposo e fibras musculares da IPLS e comparadas
entre o grupo CC e PSI.

Andlise Estatistica

Com o intuito de linearizar os dados, as varidveis tecido conjuntivo denso (TCD), tecido
conjuntivo frouxo (TCF), tecido adiposo e fibras musculares foram transformadas em numéricas e
posteriormente em escore linear (EL = [log2(variavel)]+3). Apds a transformagdo em EL, as varidveis
dependentes (TCMD, TCF, tecido adiposo e fibras musculares) foram testadas quanto a normalidade
residual pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a homocedasticidade pelo teste de Levene.
Posteriormente, foram submetidas a andlise de variancia univariada pelo procedimento de modelos
lineares gerais (PROC GLM) em delineamento inteiramente casualizado. Em seguida, as médias foram
ajustadas pelo método dos quadrados minimos ordinarios com o comando LSMEANS (Least Squares
Means) e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. As analises estatisticas foram

executadas no aplicativo SAS® System for Windows™ versdo 9.0 (Quadro 1).
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RESULTADOS
Trinta e quatro espécimes da insercdo proximal LS do MT foram divididos em CC (73,52%, X/n
total n=25) e PSI (26,37%, X/n total n=9). No membro pélvico, 11 espécimes foram utilizados sendo CC
(72,77%, X/n total n=8) e PSI (27,27%, X/n total n=3).

Avaliacao Ultrassonografica

As superficies do MCIII, MCII e MCIV de alguns espécimes apresentaram irregularidades leves,
entretanto os mesmos foram incluidos nesse estudo por nio apresentaram fragmentagdes 6sseas e ou,
alteracgdes relacionadas a ecogenicidade, forma, tamanho e arquitetura da IPLS.

A IPLS CC possui um formato lobulado similar a raca PSI. Em relagido ao tamanho, se observa que
73,52% da IPLS da raga CC ndo possui diferenga entre seus lobos. No entanto, em 26,47% o lobo medial é
maior em comparac¢ao ao lobo lateral assim como ocorre no PSI. A ecogenicidade da IPLS de CC (Fig. 1-A) é
caracterizada por uma hipoecogenicidade que acompanha a regido periférica dorsal do mesmo. Esta
hipoecogenicidade acompanha o ponto onde ocorre a lobulacdo da IPLS. Os lobos sdo ecogénicos,
entremeados por alguns pontos hipoecogénicos. No grupo PSI (Figura 2-A), em comparagio ao grupo CC, a
regido periférica dorsal, lobulada que entra em contato direto com o MCIII, MCII e MCIV se apresenta
ecogénica. Os lobos da IPLS do grupo PSI sdo ecogénicos, intercalados com areas hipoecogénicas em maior
intensidade, quando comparados a IPLS do CC. Na incidéncia negativa sobre a IPLS de CC (Fig.1-B e 1-C) se
notam algumas linhas e pontos hiperecogénicos em toda a sua periferia e que, em alguns espécimes, estas
linhas partem da periferia alcangando o interior do lobo. As mesmas, ndo sdo angulo-negativo dependente.
No grupo PSI esta situacdo ndo ocorre (Fig.2-B e 2-C), somente alguns pontos hiperecogénicos sutis sdo
observados na periferia do LS. Em alguns espécimes oriundos de animais CC mais jovens (3,0 anos media),
a area hipoecogénica que acompanha toda a periferia dorsal do LS é ecogénica. Em um espécimen, com
mais ou menos seis meses de idade, esta situacdo ndo ocorre e sim, a periferia dorsal é marcadamente
hipoecogénica como descrito anteriormente.

No MP, a IPLS da raga CC, possui um formato arredondado e esta disposto sob a superficie 6ssea
do MTIII e a entese do MTII, a IPLS na raga CC (Figura 3-A) é ecogénica, intercalada por pontos
hipoecogénicos. Na superficie dorsal da mesma existe uma regido hipoecogénica bem delimitada que esta
em intimo contato com a superficie 6ssea do MTIII. No grupo PSI (Fig.4-A) a superficie dorsal é ecogénica
e se observou o ligamento em formato triangular. Em alguns espécimes de cavalos CC e PSI, zonas
hiperecogénicas pouco delimitadas estdo presentes no interior do LS e também se observam linhas
hiperecogénicas mescladas no interior do mesmo.

Avaliacdo Macroscdpica

A IPLS do MT foi observada em sec¢des transversais, a partir da dissecacdo proximopalmar da
pele, o tendao flexor digital superficial, o tenddo flexor digital profundo e da brida carpiana.
Macroscopicamente, a IPLS de CC (Fig.1-D) é dividida em dois lobos bem definidos, um medial e um
lateral, ndo se observando diferen¢a de tamanho e forma entre os lobos. Nos espécimes do grupo PSI, o
lobo lateral é mais arredondado (Fig.2-D) e proeminente ao lobo medial que se encontra mais achatado e
fino. A IPLS se encontra em contato direto com o MCIII e sua entese entre o MCII e MCIV. Na dissecagio de
espécimes do grupo CC notou-se uma moderada camada de tecido adiposo em contato com a brida
carpiana. Quando os mesmos, sdo observados em uma sec¢do transversal, se evidencia uma espessa
camada de tecido adiposo na periferia dorsal do LS (Figura 1-D), a qual possui uma colora¢do amarelada e
preenche também o local onde ocorre a lobulagdo do LS. Muitas vezes o tecido adiposo também estd bem
demarcado no interior dos lobos. Em contrapartida, nas amostras de PSI ndo se observou tecido adiposo
na periferia dorsal. Em alguns casos da raga PSI se nota, uma fina camada de tecido adiposo na periferia
ventral do ligamento. Em apenas um espécime de PSI a localizagdo da gordura foi similar ao encontrado
nas amostras de CC. A coloracao da IPLS em CC varia de um vermelho claro a esbranquicado com seus
fasciculos bem demarcados por um tecido branco perolado, similar ao que se observa no tecido tendinoso.
O tecido branco perolado em alguns casos também pode ser observado na periferia do ligamento. A
artéria e veia palmar podem ser encontradas e estdo sustentadas pelo tecido adiposo e por este tecido
branco perolado junto a IPLS. As amostras do grupo PSI possuem uma coloragdo e organizacdo dos
fasciculos similares as descritas nas amostras do grupo CC.

Foram realizadas sec¢bes transversais de espécimes da IPLS no MP acessando-se o aspecto
plantaromedial, a fim de observar a forma, a arquitetura fascicular e, a coloracdo dos tecidos que o
compdem comparando-se o grupo CC e grupo PSI. A forma da IPLS nas amostras de CC é arredondada
(Fig.3-B) e do grupo PSI é triangular e a coloragido de ambos varia de um vermelho claro e em alguns casos
se observou o mesmo, difusamente esbranquigado. Os fasciculos sdo nitidamente demarcados por um
tecido branco perolado. No grupo PSI (Fig.4-B) se observa uma espessa camada deste tecido na periferia
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dorsal do LS. Em contrapartida, na regido periférica da IPLS de CC se identifica uma espessa camada de
tecido adiposo amarelado. O tecido adiposo nestes espécimes de CC também esta focalmente localizado no
interior do LS.

Avaliacao histologica

Nas amostras do MT a IPLS é composta por TCMD onde se encontram as fibras coldgenas (Fig.1-E
e 2-H). Este tecido é delimitado por um TCF o que resulta na formacao dos fasciculos similar ao peritendao
que é observado no tecido tendinoso. Os adipdcitos estdo presentes em uma proporc¢io elevada na regido
periférica dorsal do LS, na sua origem, preenchendo o espaco formado pela sua lobulagido (Fig.1-F). Os
adipocitos também estdo presentes no interior dos lobos e, em algumas amostras, delimitados por
fasciculos de fibras musculares e pelo TCMD (Fig.1-G e 1-H), TCF e TCMD (Fig.1-I). Observam-se
numerosos ganglios nervosos (Fig.1-I) e vasos sanguineos (Fig.1-]) entre os adipdcitos localizados na
periferia dorsal. Os fasciculos de fibras musculares compdem ambos os grupos e principalmente
localizadas focalmente no interior dos lobos circundando o TCMD e o TCF (Fig.1-1, 2-E). Uma caracteristica
importante notada no grupo PSI se refere a menor quantidade de adipécitos por campo (Fig.2-G) em
comparacdo ao grupo CC na periferia e no interior dos lobos.

A composicdo e organizacdo tecidual na IPLS nas amostras do MP sdo similares as amostras do
MT (Fig.3-C e 3-D). Observa-se no grupo CC uma concentragdo maior de adipdcitos por campo (Fig.3-E, 3-
F, 3-G) na regido periférica dorsal da IPLS e, entre os mesmos se encontram vasos sanguineos e
aglomerados de ganglios nervosos. Os fasciculos de fibras musculares (Figura 3-H) nestes espécimes estdo
entremeados por adipécitos e delimitados pelo TCF e TCMD. No grupo PSI observou-se uma menor
concentragdo de adipécitos no interior (Fig.4-C), entre os fasciculos de fibras musculares (Fig.4-D) e na
periferia (Fig.4-E) do LS em relacdo ao grupo CC. Notou-se uma maior concentragdo de fasciculos de fibras
musculares no interior do LS delimitando o TCMD e TCF (Fig.4-F e 4-G) e bem como, nas areas periféricas
do LS (Fig.4-H) do grupo PSIL.

DISCUSSAO

O critério de selecdo utilizado neste estudo foi a partir da avaliacdo US, macroscépica e histologica
de espécimes retirados da IPLS de MT e MP da raga CC, comparados a espécimes da raga PSI. Somente
foram obtidos dados referentes a idade dos animais e a raca. Os animais selecionados para o estudo nio
apresentaram histérico prévio de claudica¢des relacionadas a IPLS dos MT e MP. Os espécimes
selecionados nao apresentaram alteragdes US compativeis a altera¢des da IPLS quando comparados ao
membro contralateral. A escolha da técnica US como selecido das amostras se deve ao fato desta
representar a modalidade mais frequentemente utilizada na rotina clinica para avaliacao de tecidos moles.
Segundo Carnicer et al. (2012), a ultrassonografia é a modalidade de diagnéstico por imagem mais
utilizada na avaliagdo do aparelho suspensério, mas a interpretacdo das imagens obtidas da IPLS pode
variar devido a ecogenicidade do mesmo. Isso pode ser ocasionado devido a artefatos produzidos pela
composicdo histolégica unica do LS (Budras et al. 2003). Importante considerar que existem diferencgas
individuais no que se refere a quantidade de fibras musculares na IPLS provocando uma variagdo na
ecogenicidade ultrassonografica (Zauscher et al. 2013). Na correlagdo entre espécimes do grupo CC e do
grupo PSI ndo houve diferenca entre a quantidade de fibras musculares entre os dois grupos (p = 0,2187).
No entanto, uma caracteristica histolégica importante é que, os fasciculos de fibras musculares ndo
estavam presentes na periferia do LS e sim no centro dos fasciculos de TCMD, muitas vezes delimitados
pelo mesmo ou por TCF e tecido adiposo.

0 diagnéstico US é utilizado para diferenciar alteragdes na ecogenicidade e bem como, as
irregularidades no contorno do LS (Imboden et al. 2009). Resultados realizados por Reeding &
Scharamme (2007) demostraram que a especificidade ultrassonografica é baixa quando comparada a
técnica de ressonancia magnética na documentacao de lesdes relacionadas a claudica¢des originadas na
regido plantar do MTIII. Em contrapartida, Denoix et al. (2008) descreve a técnica US como a modalidade
no diagnéstico por imagem mais utilizada na avaliagao de alteragdes do LS.

As fibras musculares possuem ecogenicidade menor que as fibras ligamentares, criando uma
variagdo no padrdo de ecos na IPLS normal (Agut et al. 2009). Esta variagao foi observada em espécimes
do grupo CC e PSI em nosso estudo, criando em algumas avaliagdes, pontos ou linhas hipoecogénicas
delimitadas no interior do ligamento suspensoério. Ultrassonograficamente as fibras musculares possuem
ecogenicidade menor em comparacio as fibras ligamentares em decorréncia de sua arquitetura tecidual,
criando desta forma, uma variagdo no padrdo de ecos produzidos. No entanto se observou, que o tecido
adiposo é hiperecogénico quando o membro estd em flexdo, porém quando o membro encontra-se em
apoio bipodal possui menor ecogenicidade em relagdo as fibras ligamentares. Concordando com Dyson
(1998), a quantidade variavel de fibras musculares na IPLS poderia contribuir para a produgio de areas
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hipoecogénicas nas imagens ecograficas e, desta forma dificultando a realizagdo de uma avaliacdo
ultrassonografica precisa da arquitetura ligamentar na IPLS. A ecogenicidade das fibras musculares é
menor em relacdo as fibras colagenas do LS. Em contraste, a ecogenicidade do tecido adiposo nio é angulo
negativo dependente. O tecido adiposo é hiperecogénico e também pode aparecer com ecogenidade
similar as das fibras colagenas do LS (Bischofberger et al. 2006). Segundo Micklethwaite et al. (2001), o
exame US deve ser realizado com os equinos apoiando os membros no solo, porque realizando o mesmo
sem a tensdo do peso nos ligamentos e tenddes pode ocorrer uma reducdo da ecogenicidade que produz
artefatos, podendo ser confundidos com lesdes. Em nosso estudo observamos que quando o membro se
encontra em extensdo completa, situacdo simulada pela prensa onde os membros foram colocados, o
tecido adiposo é hipoecogénico. No entanto, quando ndo alcangamos um apoio com extensdo plena,
similar a biomecanica do animal, o tecido adiposo passa a ser hiperecogénico. Este dado foi comprovado
quando, o membro em extensdo completa se observava uma linha hipoecogénica espessa bem demarcada
que se encontra em intimo contato com a superficie de MCIII e a sua entese entre o MCII e MCIV
acompanhando a area de bifurcacdo do LS no MT e, tornava-se hiperecogénica quando o mesmo se
encontrava em leve flexdo. Na avaliagdo macroscoépica correspondeu a um tecido adiposo espesso de
coloragdo amarelada presente na periferia dorsal da IPLS, preenchendo o espago formado pela sua
lobulagdo. A avaliacdo histolégica morfométrica demonstrou (p = 0,0038), a presenca de uma grande
quantidade de adip6citos intercalados por vasos sanguineos e numerosos ganglios nervosos na raca CC. Os
adipdcitos também estavam presentes em menor nimero entre as fibras musculares, o TCF e o TCMD da
IPLS. Esta composi¢ao foi observada em 96% das amostras do grupo CC, sendo que somente uma amostra
(4%) ndo apresentou esta caracteristica. Em contraste, no grupo PSI estes achados nédo foram observados.
Na avaliacdo macroscopica a organizacdo do tecido adiposo como descrito anteriormente nio se
apresentou da mesma forma, neste grupo em algumas amostras havia uma fina camada presente no
aspecto que esta em intimo contanto com a brida carpiana. Este achado foi compativel com a avaliagdo
histoldégica e também se observaram adip6citos presentes entre os fasciculos de fibras musculares, o TCF e
o TCMD. Conforme descrito Werpy et al. (2013), embora as regides com presenca de tecido adiposo e de
fibras musculares estejam frequentemente localizadas no interior dos lobos, as mesmas podem ser
observadas em secg¢des histologicas dissecando as fibras colagenas do LS e estarem localizadas na
periferia. No entanto, muitas vezes o tecido adiposo e as fibras musculares sao intercalas no interior do LS
contribuindo assim para uma varia¢ao na sua ecogenicidade (Scharamme et al. 2012).

A IPLS no MT possui uma aparéncia bilobada e geralmente o lobo medial é mais fino e mais largo
que o lobo lateral (Werpy et al. 2013). No grupo PSI foi observado macroscopicamente que o lobo medial é
mais largo e mais achatado e o lobo lateral mais arredondado e proeminente. Este achado macroscépico
ndo foi visualizado no grupo CC ndo havendo diferencas de forma e tamanho entre os lobos. No MP o
formato triangular do LS é mais fino medialmente do que lateralmente e, estd préximo do MTIV e se
separa do MTII devido a uma maior quantidade de tecido conjuntivo (Werpy et. al. 2013). Este achado foi
observado macroscopicamente em ambos os grupos com a diferenca que no grupo CC se encontra uma
espessa camada de tecido adiposo periférico e que na maioria das amostras invadem o interior do LS. Em
cavalos da raga Standardbred foi observado uma maior quantidade de fibras musculares no LS nos MT que
nos MP e que esta relacdo é inversa na raga PSI (Soffler et al. 2006). Esta diferenca nao foi observada no
grupo CC e no grupo PSI.

A TPLS no MT e no MP possui uma organizacao tecidual em fasciculos muito similar a observada
em tenddes. O TCMD estd delimitado pelo TCF e intercalado por fibras musculares e adipécitos.
Histologicamente, como descrito por Scharamme et al. (2012), o LS é composto por espacgos
interfasciculares contendo TCMD e suas fibras colagenas.

A relacdo dos achados US, macroscépicos e histolégicos da IPLS de MT e MP de CC, e também
correlacionados aos achados do grupo PSI, permitem uma acuracia elevada na interpretacdo US,
proporcionando informagdes sobre a morfologia e a organizagdo tecidual do LS da raga CC. Os resultados
possibilitam um melhor entendimento como, por exemplo, das imagens ultrassonograficas que nao
correspondem a lesdes da IPLS, enfatizando a necessidade de um maior conhecimento sobre o
comportamento das alteragdes US e seus possiveis erros.

CONCLUSAO
A IPLS em CC possui caracteristicas individuais em relacdo a sua forma, tamanho, composicdo
tecidual e, consequentemente, sujeito a variacdes de ecogenicidade. Estes achados sdao de fundamental
importancia para a realizacao da interpretagdo ultrassonografica.

Agradecimentos. - Clinica Hipica (Dr. Jarbas Castro Jr - in memorian)
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Legenda das figuras

Fig.1. IPLS do MT da raga Crioula (A) Sec¢do transversal proximopalmar US - Medial [esquerda] e Lateral
[direita] hipoecogenicidade da regido periférica que acompanha o ponto onde ocorre a lobulagio (seta).
Os lobos sdo ecogénicos, entremeados por alguns pontos hipoecogénicos [asterico vermelho lobo medial e
asterisco preto lobo lateral]. (B) e (C) Secgdo US transversal proximolateral (B) e proximomedial (C).
Medial [esquerda] e lateral [direita], notam-se algumas linhas e pontos hiperecogénicos em toda a sua
periferia e, alcangcando o interior do lobo [setas]. As mesmas, ndo sdo angulo-negativo dependente. (D)
Seccio transversal mascroscépica- Lobo medial [asterisco vermelho] lobo lateral [asterisco preto]. Tecido
adiposo na perifeira dorsal [seta branca], no interior do ligamento [seta azul] e em contato com a brida
carpiana [seta preta]. (E) H&E [200x]- IPLS composta por TCMD [asterisco] e fibras coldgenas [seta]. (F)
H&E [200x] - nota-se os adipdcitos na regido periférica dorsal [seta] delimitando o TCF [asterisco]. (G)
H&E [200x]- adipécitos [seta preta] intercalados por fibras musculares [asterisco preto] e por TCF
[asterisco vermelho]. (H) H&E [200x] - adipécitos [seta] entre o TCMD [asterisco]. (I) H&E [100x]- IPLS-
Observam-se nucleos de ganglios nervosos [asterisco preto] entre adipdcitos (seta branca) e delimitados
pelo TCF [asterisco vermelho] pelo TCMD [asterisco azul] e pelos feixes de fibras musculares [seta preta].
(J) H&E [200x]- Observam-se vasos sanguineos [seta] entre os fasciculos de fibras musculares [asterisco].
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Fig.2. IPLS do MT da raca PSI (A) Secgdo US transversal proximopalmar - Medial a esquerda e lateral a
direita. A regido periférica dorsal, lobulada que entra em contato direto com o MCIII [seta]. Os lobos
medial [asterisco vermelho] e lateral [asterisco branco] sdo ecogénicos, intercalados com areas
hipoecogénicas em maior intensidade. Se observa diferenca de tamanho e forma entre ambos. (B) e (C)
Seccgdo US transversal proximomedial (B) e proxilateral (C). Medial [esquerda] e Lateral [direita] - Se
observa a diferenca de tamanho e forma entre o lobo medial [asterisco vermelho] e lateral [asterisco
branco]. Pontos hiperecogénicos sutis localizados na periferia dorsal em contato com o MCIII [seta]. (D)
Seccdo transversal mascroscopica - Se observa o lobo lateral é mais arredondado e proeminente [asterisco
branco] em comparagdo ao lobo medial que se encontra mais achatado e fino [asterisco vermelho]. (E)
H&E - arranjo dos fasciculos de fibras musculares [seta]. Objetiva 20x. (F) H&E - As fibras musculares
[asterisco] delimitadas por uma pequena quantidade de adipdcitos [seta]. Objetiva 20x. (G) H&E- Menor
quantidade de adipdcitos [seta branca] entre o TCF [asterisco vermelho], TCMD [asterisco azul], fasciculos
de fibras musculares [seta preta] e vaso sanguineo [asterisco preto]. Objetiva 10x. (H) H&E - Se observa o
TCMD [asterisco azul] delimitado por uma grande quantidade de fasciculos de fibras musculares [seta
preta]. Objetiva 10x.



Fig.3. IPLS do MP da raga Crioula (A) Seccdo US transversal plantaromedial. Medial a esquerda e lateral a
direita - Se observa um formato arredondado do LS [asterisco] disposto sob a superficie 6ssea do MTIII
[seta branca] e a entese do MTII [seta vermelha], ecogénico intercalado por pontos hipoecogénicos. (B)
Seccdo transversal macroscdpica- Se observa o formato arredondado do LS e a sua organizagdo em
fasciculos [seta preta] delimitado por um tecido branco perolado [asterisco]. (C) e (D) H&E - Observe os
fasciculos de TCMD [asterisco] delimitados pelo TCF [seta]. Objetiva 20x. (E), (F) e (G) - H&E - Disposicdo
dos adipécitos [seta branca] entre o TCMD [asterisco] e o TCF [seta preta]. Objetiva 20x. (H) H&E- Se
observam fasciculos de fibras musculares [asterisco] entre o TCF [seta]. Objetiva 20x.



Fig.4. IPLS do MP da raga PSI. (A) Secgdo US transversal plantaromedial da IPLS do MP na raga PSI - Se
observa a periferia dorsal do LS ecogénica [seta]. (B) Seccdo transversal macroscépica da IPLS - Nota-se
um tecido branco perolado que circunda o LS [asterisco] e o seu formato triangular de coloracdo
vermelho- claro [seta]. (C) e (D) H&E- Se observou uma menor concentracdo de adipécitos no interior do
LS entre o TCF [asterisco preto], TCMD [asterisco azul] e fasciculos de fibras musculares [seta preta].
Objetiva 20x. (E) H&E - Se observa pequena quantidade de adipdcitos no interior do LS. Objetiva 20x. (F) e
(G) H&E - Arranjo dos fasciculos de fibras musculares [seta] entre o TCF [asterisco preto] e o TCMD
[asterisco azul]. Objetiva 20x. (H) H&E - Se observa a periferia dorsal do LS com fasciculos de fibras
musculares [seta] e o TCMD. Nao se observam adipécitos. Objetiva 10x.

Lista de quadros

Quadro 1 - Comparacio da constituicio da insercao proximal do ligamento suspensdrio de cavalos
crioulos e grupo controle (PSI, puro sangue inglés) quanto ao tecido conjuntivo modelar denso
(TCMD), tecido conjuntivo frouxo (TCF), gordura e fibras musculares

Tratamentos
Variavel - Valor de p*
Controle (PSI) Crioulo
TCMD 4,49 (0,05) 4,55 (0,03) 0,2953
TCF 3,08 (0,06) 3,03 (0,04) 0,4717
Tecido adiposo 3,67 (0,09) 3,99 (0,05) 0,0038
Fibras musculares 3,88 (0,14) 3,67 (0,09) 0,2187

*Valores de p maiores que 0,05, ndo diferem pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
Valores entre parénteses = erro padrido da média.
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HISTOCHEMISTRY OF EQUINE DAMAGED TENDONS, LIGAMENTS AND
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ABSTRACT

The injury repair process in tendons and ligaments includes different phases such as
inflammation, neovascularization, fibroblast proliferation and fibrosis. Collagen type and
tissue characteristics of tendon and ligament repair are described. The articular cartilage repair
does not occur after the injury, when characterized by loss of the articular cartilage layers
such as fibrillation and eburnation. Tissue samples of equine tendons, ligaments and articular
cartilage of the metacarpophalangeal joint region were evaluated by ultrasonography,
macroscopically and prepared for routine histopathology (hematoxylin-eosin [H&E] staining).
The Masson’s trichrome, Pricosirius red and Alcian blue staining techniques were also
performed in addition to H&E. Pathologic findings in the tendons and ligaments included
fibroplasia, collagenolysis, chondroid metaplasia and lymphohistioplasmacytic inflammation.
Tendons and ligaments scars were composed of type I11 collagen but there was also some type
I collagen. Fiber alignment of tendons and ligaments in the reorganization tissue was not
flawless and the fiber appearance was characterized by a lack of the fiber crimp and
parallelism. The combined histochemistry staining technics allowed an improved
characterization of fiber alignment, collagen type, inflammatory cell infiltration and
neovascularization, which happens during the repair process of tendons and ligaments. The
fibrillation and eburnation of the articular cartilage were associated with the decrease Alcian

Blue staining.

Key Words- tendons, ligaments, articular cartilage, histochemistry
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INTRODUCTION

Mechanical stress capable of altering the blood supply of tendons and ligaments has
been considered the primary cause of injuries (WEBBON, 1977), damaging the
microvasculature as consequence of tendon overuse (KANNUS, 1997). Therefore, soft tissue
lesions are important for performance horses if only considers that approximately 300.00
thousand tendons and ligaments repair surgeries are performed annually in the United States
(PENNISI, 2002). Tendon damage is also a common injury in racing Thoroughbreds and
other competition horses and with many other species, leading to the formation of
biomechanically weaker scar tissue and, therefore, resulting in a high probability of re-injury
(DYSON, 2004).

Fascicles of collagen are arranged in a waveform called crimp, and are responsible for
promoting impact absorption that the tissue undergoes. Different types of collagen have
different functions in the tendons and ligaments tissues. The type I, Il and I1I collagen fibers
are responsible for maintaining the tissue architecture and rigidity (SATOMI et al., 2008).
Tendon matrix is composed predominantly of type | collagen, with a small percentage of
other collagens and non-collagens proteins, such as proteoglycans (KASTELIC et al., 1978).
Many stain techniques have been developed for the collagen fibers study, the most of which is
the Masson’s trichrome stain but, this stain cannot differentiate the type of collagen fibers
(MONTES, 1996).

The articular cartilage is characterized by a flexible connective tissue composed
primarily of water (68-85% of the weight), fibrilar matrix containing type 1l collagen (10-
20%), proteoglycans (5-10%) and chondrocytes (MOW & RATCLIFFE, 1997).

The repair process of tendons and ligaments includes different phases such as
inflammation, neovascularization, proliferation of granulation tissue and fibrosis. However,
the articular cartilage repair does not occur after the injury, and is characterized by loss of the
articular cartilage layers, such as fibrillation and eburnation. The aim of this study is to
describe by histochemistry techniques the characteristics of tissue scar, collagen type in the

repair process of tendons and ligaments, as well as articular cartilage degeneration.
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MATERIALS AND METHODS

Tissue obtaining and preparation for analysis

Fourteen samples of tendons, ligaments and articular cartilage of the metacarpophalangeal
joint of the forelimb equine specimens, were evaluated macroscopically. This samples were
part of previous ultrasound and macroscopic study (DE BASTIANI et al., 2014). Tissue
samples were fixed in 10% buffered formalin solution for 14 days. Then, they were processed
routinely for histopathology. The samples were then cut into 3um histological sections and
stained by hematoxylin and eosin (H&E) method. The Masson’s trichrome (MT), Picrosirius
red (PR) and Alcian blue (AB) staining techniques were also performed. The MT (EasyPath
Kit, Sdo Paulo, Brazil) allows the collagen differentiation between the loose and the dense
tissue in tendons and ligaments. The loose connective tissue stains in blue and the dense
connective tissue stains in red. The PR (EasyPath Kit, Sdo Paulo, Brazil) was used for the
differentiation of type I and Il collagen fibers in tendons and ligaments, under polarized light.
In PR stain, collagen type | fibers were orange and thick, differing from the collagen fibers
type Ill, that were greenish to blue and thin. The articular cartilage sections (and the
subchondral bone tissue), after fixation, underwent a decalcification process (with aquous
solution of sodium citrate and formic acid). The samples were then processed routinely for
histopathology. The AB technique (pH 2,5) for identification of hyaline cartilage was
modified from Culling et al., (1985) counterstained with H&E. The AB stain demonstrated
the presence of a myxoid-like matrix in fibroblastic tissue of tendons and ligments, that was
AB-positive matrix. In samples of the articular cartilages, the AB stain demonstrated the

hyaline chondoid matrix.
Inclusion criterion of the samples

The inclusion criterion of the samples in this study was based on the presence of lesions
characterized in H&E stain as fibroplasia, neovascularization, collagenolysis, chondroid
metaplasia in tendons and ligaments and fibrillation and cartilaginous eburnation lesions in
articular cartilage samples. Findings were divided according to the type of lesion observed in
H&E study, divided into categories such as junction of Superficial Digital Flexor Tendon
(SDFT) and Manica Flexoria (MF) (2), SDFT (1), Deep Digital Flexor Tendon (DDFT) (5),
Palmar Annular Ligament (PAL) (2) of metacarpophalangeal joint palmar region, Suspensory
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Ligament (SL) lateral branch (1), and Articular Cartilage (AC) of metacarpus Il (MCII)
condyle, (3).

RESULTS

Deep Digital Flexor Tendon (DDFT)

Gross lesions of the DDFT in the cross section were characterized by hemorrhagic
infiltration and red to dark-yellow zones and, in one sample, the consistency of the tendon
was very soft.

The H&E findings of the deep digital flexor tendon tissue of the palmar aspect of the
metacarpophalangeal joint were divided into: fibroplasia (Figure 1-A), collagenolysis,
neovascularization and chondroid metaplasia.

The compact alignment of the collagen fibers and the dense connective tissue possibly
make the penetration of the MT stained difficult and reproduce the red color stain. In contrast,
the loose connective tissue presented blue tinctorial property and the penetration of the TM
stain was easy by done.

In the MT-stained samples, fibroplasia (Figure 1-C) in the DDFT was characterized by
endotendinous thickening areas with the presence of generous amount of loose connective
tissue. In these areas, the dense connective tissue was replaced by the loose connective tissue.
These same regions in AB (Figure 1-B) staining presented as a myxoid-lyke matrix. In the
PR-stained samples, the dense connective tissue corresponded of thick orange collagen fibers
(type-1 collagen fibers) (Figure 1-C). The loose connective tissue is composed by type-IlI
collagen fibers, represented as greenish-collagenous fibers. In the areas of loose connective
tissue substitution, collagen type fibers are intercalated to a lesser extent by type-IlI collagen
fibers. In longitudinal histological sections the type-1 collagen fibers lose their linear

arrangement. The disorganization of the tissue is well evidenced.

Chondroid metaplasia of the tendinous tissue in the MT-stained demonstrated a
perfect formation of chondrocytes submerged in the abundant loose connective tissue stained
in blue. The same areas in AB-stained samples formed a myxoid-lyke matrix, characterized
by positive interlaced AB-positive tissue bundles interspersed by chondrocytes. In PR-stained

samples the polarization was restricted, tissue disorganization was composed of loose
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connective tissue and some type-I11 collagen fibers is observed intermingle of type-I collagen
fibers.

Collagenolysis was associated with neovascularization and characterized by
abundance of blood vessels between the loose connective tissue, which strongly stained in
blue in the MT. In AB-stained samples, areas of loose connective tissue correspond to areas of
neovascularized AB-positive matrix. In PR-stained samples, polarization of most fibers
occurs due to the lack of linear arrangement of the fibers composed of type-I collagen fibers,

which have a smaller number of type-I1I fibers.

Lymphohistioplasmacytic tendinitis was characterized in the MT-stained samples by
abundant loose connective tissue interspersed with dense connective tissue. In AB-stained
samples the presence of chondrocytes wrapped by an AB-positive matrix. In the PR-stained
samples, the polarization of the loose connective tissue occurred, most of the type I collagen
fibers being accompanied by a lack of fascicular arrangement.

Superficial Digital Flexor Tendon (SDFT) and junction of Manica Flexoria

Gross transversal sections of the SDFT showed lesions characterized by the presence
of dark-yellow necrotic zones with soft consistency at the touch. The H&E findings
corresponded to lymphohistioplasmacytic inflammation and focally extensive severe fibrosis
associated with condroid metaplasia in the epitenon region. Lymphohistioplasmacytic
tendinitis was associated with necrotic, hemorrhagic and chondroid metaplasia areas,
corresponding in the MT technique to a disorganized loose bluish connective tissue with
numerous chondrocytes. The chondroid metaplasia was confirmed in the AB staining and was
characterized by chondrocytes surrounded by an chondroid AB-positive matrix. In the PR
stain, the areas composed by disorganized loose connective tissue corresponded to collagen
type | fibers (orange polarized stain) intermingled with collagen type Il fibers (green
polarized stain). Grossly, manica flexoria in one tissue sample, at the junction of SDFT,
presented pearly white tissue and in another sample there was thickened fibrous tissue,
corresponding to collagenolysis (Figure 2-A) and chondroid metaplasia, respectively. The
collagenolysis lesions associated with condroid metaplasia were characterized by loose
connective tissue areas with interspersed dense connective tissue in MT staining (Figure 2-C).
Abundant neovascularization associated with chondrocytes was seen. The loose connective

tissue areas which by AB staining corresponded to a loose matrix stained in blue (Figure 2-B).
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Most type | collagen fibers polarized in PR stain associated to the presence of the dense
connective tissue (Figure 2-D). In contrast, in the areas corresponded to loose connective
tissue, a better polarization occurs and collagen fibers type | and Il were observed in PR

stained sections.

Palmar Annular Ligament (PAL)

Gross longitudinal lesions of the PAL were represented by thickened fibrous areas
associated with a yellow discoloration and adhesions to the SDFT. There is multifocal
fibrosis, probably in the adhesion area, with abundant neovascularization. Also, observed
collagenolysis areas intermingled with chondrocytes in H&E were observed associated with a
loss of collagen fibers linear arrangement, interspersed with neovascularized loose connective
tissue. In the MT-stained samples, the loose connective tissue appeared strongly stained in
blue, interspersed by some areas of dense connective tissue stained in red, associated to
neovascularization areas. In the PR-stained samples, polarization of the majority of the
collagen fibers occurred; the lack of their linear arrangement was characterized by type-I
collagen (thick orange fibers), in the middle of which a smaller type-1lI fibers (fine green

fibers) were observed.

Suspensory ligament (SL) lateral branch

Gross transversal lesions of the SL lateral branch showed white fibrous tissue located
in the center of the ligament and thickening of the epitenon region, associated with severe
irregularity of the abaxial aspect of the proximal lateral sesamoid bone (insertion area). These
H&E-stained findings were characterized by the formation of islands of chondrocytes in the
center of the fascicles associated with a thickened epitenon region. The fibrous tissue grossly
corresponded to chondroid metaplasia, observed in AB-stained as the numerous
chondrocyteswere surrounded by highly AB-positive matrix interspersed in the ligament

fibers and connective tissue.

Articular cartilage (AC) of metacarpus 111 condyle (MCII1)

Macroscopically, there was loss of AC of MCIII medial and lateral aspect of the
condyle with exposure of the subchondral bone associated with a dark red color and clear
presence of deep linear grooves on the surface. In the H&E technique, it was observed a
severe cartilage fibrillation and eburnation. In the two other cases, gross findings were

characterized by a light-red color with strong and soft linear grooves in the MCIII condyle. In
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H&E stain, it was observed a focally severe-to-moderate fibrillation (Figure 3-C). In the AB-
stained samples, the surface layer and the matrix zone of calcified cartilage were weakly
stained in blue. Articular cartilage with moderate changes had a marked decrease in staining
in the superficial zone and the upper portion of the middle zone (Figure 3-D). In the severe
changes, the marked blue AB-stained matrix appeared only in the deep layers of the AC. The
normal AC is characterized by the three chondrocyte layers with different shapes, stained in

strong blue in the AB staining technique (Figure 3-A, 3-B).

DISCUSSION

Three special stains were utilized in this study along with the H&E evaluation.
Collagen fibers got stained intensively in most of staining techniques used in this study,
especially in MT. Furthermore, different types of collagen fibers are not distinguished by MT
stain alone. In contrary, the PR stain contributed to the study of collagen-made structures due
to enhancement of the existing birefringence in the collagen, due to its parallelism and tissue
organization (MONTES, 1996). Elastic fibers of collagen type | are usually characterized by
thick fibers, highly birefringent and yellow or red colored in PR stain. In the other hand, type-
I11 collagen of the reticular fibers usually has the smallest fibers with low birefringence and
green color (ORTEGA et al., 2003). In this study, the normal matrix tendon was composed by
dense connective tissue, stained in red by MT, agreeing with McBRIDE et al. (1985) and rich
in collagen type | fibers by PR staining.

The identification of chondroid metaplasia and multifocal fibrosis in the ligaments
were important findings in this study, and were associated with abundant loose connective
tissue, and predominantly type-1ll collagen fibers. According to HALPER et al., (2006)
affections of the SL lateral branch contained white fibrous tissue and, this finding was
observed in this study. It has been described that fibrocartilaginous tissue of ligament
specimens contained a few small hyaline cartilage-like areas, which were characterized by
homogeneous basophilic matrix with scattered plump chondroid cells (SMITH, 2013).

Fibroplasia in tendons are represented by increased fibroblasts cells and irregularities
of the tissue organization in comparison to the normal tendon (OLIVEIRA et al., 2011). The
important observation in this study was fibroplasia in tendons and ligaments, seems to be
composed by abundant loose connective tissue, chondrocytes and intermingled collagen type |
and |11 fibers associated with lack of crimps alignment of the fibers. The loose connective
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tissue is a disorganized tissue and in the MT-stained samples. The characteristic blue
discoloration of collagen fibers was only observed in the loose connective tissue, may be
because the dye penetration becomes easier when compared to the dense connective tissue
(stained in red). According to GUIMARAES DA SILVA (2008), immature collagen fibers
and the endotendon stain in blue when using the MT technique. The loose connective tissue
appears to be less compact and soft. In areas of dense connective tissue substitution for loose
connective tissue there is a better polarization of the collagen fibers observed in the PR stain,
which is due to a greater fragility of the loose connective tissue. This fibrous repair is
functionally deficient, weaker than the normal tendon in many ways. According to BARSBY
et al. (2014), the natural repair mechanisms triggered by tendon damage often leads to the
formation of biomechanically inferior scar tissues that is prone to re-injury. The fragile
structure suggested by the MT stain results (presence of the loose connective tissue) in this
study perhaps make the tendons and ligaments receptive to other lesions.

Changes in the DDFT and SDFT evaluated in this study were characterized by
hemorrhagic infiltration in the fascicles corresponding to necrotic zones and thickening of the
epitenon. These findings corresponded to lymphohistioplasmacytic inflammatory infiltration
and fibroplasia in the histologic evaluation, associated with deposition of loose connective
tissue in the epitenon and lack of type-I collagen fibers parallelism intermingled with the
deposition in type-11l1 collagen fibers in reparation zones. This lymphohistioplasmacytic
infiltration in tendons was previously described (CARVALHO et al., 2011). Specific tendon
lesions should be considered as being result of vascular thrombosis and ischemia (BUSONI et
al., 2005). Remodeling of the initial repair process of the ligaments and tendons is composed
by hemorrhagic, vascular congestion and necrotic areas (BARREIRA, 2005). In human
chronic Achilles tendinopathy, neovascularization was one of the features associated with
extracellular matrix degeneration (PETERSEN et al., 2004; BECK et al., 2011). In this study,
collagenolysis areas intermingled with chondrocytes were observed associated with a loss of
collagen fibers linear arrangement in the DDFT interspersed with neovascularized loose

connective tissue.

Articular cartilage damage begins with the release of cytokines that triggers the
degradation cascade of collagen in the cartilaginous matrix. With the progress of collagen
depletion, cartilage loses its ability to absorb impact, and continuous exercise results in
constant trauma and consequently cartilage insults. Synovial changes are the result of

inflammation including hyperplasia and fibrosis. Bone changes follow in these cases and are
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characterized by the formation of peri-articular osteophytes, decreased joint space and
sclerosis in the subchondral bone (SANTSCHI, 2008). In one study, the process of
osteoarthritis was characterized microscopically by the loss of proteoglycans (reduction of
metachromatic staining by Toluidine blue) caused by the enzymatic degradation of articular
cartilage (mainly by aggrecanase and metalloproteinases). Later on the process, it can be seen
fragmented collagen fibers. Exposure and calcification of the cartilaginous layers are also
observed, with consequent eburnation of the subchondral bone surface (KIDD et al., 2001).
In addition, ROCHA et al. (2016) observed poor staining in territorial and interterritorial
matrix in the lateral trochlear of the femur lesions of the horses. The samples obtained from
the femoral lateral trochlear presented weak marking (light blue) and there was no
metachromatic in Toluidine blue staining (ROCHA et al., 2016). According to Hoemann et al.
(2011), the Toluidine blue stain is usually used in the histological analysis to demonstrate the
presence of glycosaminoglycans in the extracellular cartilaginous matrix, staining in light blue
and dark purple (metochromasia). Toluidine blue was not performed in this study. Histologic
examination in this study of AC by AB stain demonstrates the decrease of blue staining in

lesions such as fibrillation of the AC, but the cause of this change was not determined.

CONCLUSION

The use of several histochemical techniques has shown that MT stain is an excellent
technique to be used in tendons and ligaments, because it allowed distinguishing the presence
of loose connective tissue from dense connective tissue. As fibroplasia and collagenolysis
(observed in H&E sections) evidenced the weakness of the substitution of the dense for loose
connective tissue, the MT and PR allowed to better identify the nature of these substitution

connective tissue.
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Figure 1

Figure 1 DDFT longitudinal section of the palmar aspect of the metacarpophalangeal
joint - A: H&E- Fibroplasia and extensive multifocal cartilaginous metaplasia (arrow).
Objective 10x. B: AB Chondrocytes enveloped by a positive Alcian Blue matrix stained in
blue (arrow). Objective 10x. C: MT- Disorderly of loose connective tissue stained in blue
(arrow). Objective 10x. D: PR- Collagen fibers type I in stained in orange (asterisk)
intercalated by collagen fibers type III stained in dark green under polarized light (arrow).

Objective 10x.
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Figure 2

Figure 2 SDFT longitudinal section and junction of Manica Flexoria of the palmar
aspect of the metacarpophalangeal joint and junction. A: H&E- Collagenolysis (arrow).
Objective 10x. B: AB- Positive Alcian Blue matrix and presence chondrocytes (arrow).
Objective 20x. C: MT- Disorderly of loose connective tissue stained in blue (arrow).
Objective 10x. D: PR- Loss of linear arrangement of orange type I collagen fibers (arrow)
interspersed with dark green type III collagen fibers under polarized light (asterisk). Objective

10x.
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Figure 3

Figure 3 Articular Cartilage longitudinal section of the MCI11 condyle. A: H&E- Normal
articular cartilage (arrow). Objective 10x. B: AB — Normal articular cartilage. Stained blue
(arrow). Objective 10x. C: H&E- Fibrillation of the articular cartilage (arrow). Objective. D:
AB- decrease of blue stained in fibrillation of articular cartilage (arrow). Objective 10x.
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6. DISCUSSAO

As técnicas ultrassonogréaficas e radiograficas quando associadas e bem aplicadas
equivalem a ressonancia magnética. Aspectos ultrassonograficos se caracterizam pela
observacao da ecogenicidade, tamanho, forma e arquitetura dos tecidos (DENOIX, 1994).

Em relagdo as informagOes obtidas no MANUSCRITO |1, observou-se as
caracteristicas ultrassonograficas, macroscopicas e histologicas dos componentes da
articulacdo metacarpofalageana normal, estabelecendo parametros no diagndstico por imagem
e a morfologia de cada estrutura avaliada. Relacionando variagfes de ecogenidade e
coloragbes macroscopicas a arquitetura histologica. Estes resultados complementam as
citacBes de Denoix (2009) descrevendo que, a articulagdo metacarpofalangeana possui, no
aspecto dorsal, uma espessa capsula que mede aproximadamente 1mm e distalmente 0,5mm.
Ela possui ainda um recesso dorsal fibroso proximo dorsalmente que contém pouco liquido
sinovial em articulacdes sadias e outro recesso proximo palmar com inumeras vilosidades
sinoviais. A superficie da cartilagem articular e do osso subcondral podem ser visualizados
com o membro na posicdo vertical apoiado sobre o solo, mas a avaliacdo do aspecto distal
destas superficies exige flexdo da articulagdo. Exceto pelo aparelho suspensorio (musculo
inter6sseo Il ou ligamento suspensorio), 0ssos sesamoides proximais, ligamento
intersesamoideano e ligamentos sesamoideanos esta articulacdo apresenta dois ligamentos
colaterais simétricos formados por duas camadas, uma superficial, curta e obliqua e outra,
longa.

As caracteristicas descritas no MANUSCRITO | serviram como base para o
desenvolvimento dos dados obtidos no MANUSCRITO Il observando-se a relagéo entre
processos de degeneracdes da cartilagem articular a presenca de entesopatias bilaterais dos
ligamentos colaterais da articulacdo metacarpofalangena. Concordando com Declercq et al.
(2009), os danos a cartilagem articular da articulagdo metacarpo (tarso) falangeana estdo
associados a eventos traumaticos Unicos ou a microlesGes provocadas pela pressao suportada
pela mesma. Observam-se com frequéncia lesdes dsseas como fraturas condilares, fraturas de
0ssos sesamoides proximais e fragmentagdo osteocondral. As estruturas que compdem 0s
tecidos moles desta articulacdo estdo expostas a lesdes devido a hiperextensdo, instabilidade
articular medial ou lateral e subluxagdes. Em um estudo realizado por King et al. (2013),
lesGes de tecidos moles como as de ligamentos colaterais ocorreram com maior frequéncia
que as lesdes subcondrais ou articulares. Em nossos estudos foi observado que alteragfes dos

ligamentos colaterais e articulares ocorreram concomitantemente. O MANUSCRITO I
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completa a correlagdo entre os achados ultrassonograficos e macroscopicos de alteragbes do
condilo do Il metacarpiano e ligamentos colaterais, estabelecendo a sensibilidade da técnica
ultrassonografica para avaliacdo destas estruturas. Corroborando com os trabalhos de
Vanderperren & Saunders (2009) e Denoix (1996), a ultrassonografia tem sido a modalidade
de diagnostico por imagem mais utilizada para diagnosticar lesdes de tenddes e ligamentos e
do aspecto dorsal da articulagdo metacarpofalangeana.

As alteragdes nos lobos da insercdo proximal do ligamento suspensorio como
ecogenicidade, forma e tamanho sdo em alguns casos dificeis de serem diagnosticadas e nem
sempre podem ser diferenciadas de forma confidvel de achados normais. A quantidade de
fibras musculares produz uma variagdo Unica de ecogenicidade na inser¢do proximal do
ligamento suspensério (ZAUSCHER et al., 2013). O MANUSCRITO Il aponta as diferencas
ultrassonograficas e morfoldgicas da insercdo proximal do ligamento suspensério na raca
Crioulo quando comparadas a raca PSI, achados estes ndo descritos anteriormente. Dados
obtidos complementam a interferéncia ecogénica do tecido adiposo presente em maior
guantidade na periferia e no centro do ligamento a partir da observacdo de achados
ultrassonograficos, macroscépicos e histolégicos.

Os fasciculos do tecido tendinoso sdo circundados por tecido conjuntivo frouxo
contendo vasos sanguineos, nervos, vasos linfaticos e fibras elésticas (WHITE & HEWES,
2008). O MANUSCRITO IV complementa por meio das técnicas de histoquimica a
fragilidade e desorganizacdo do tecido conjuntivo frouxo que, se encontra presente em
processos cicatriciais do tecido tendinoso e ligamentar substituindo o tecido conjuntivo denso
presente no interior dos fasciculos. Em casos subagudos e crénicos, a neovasculariza¢do
aumenta na area da lesdo juntamente com a quantidade de células mesenquimais e
fibroblastos que formam o tecido de granulacio (STROMBERG, 1971). Ligamentos
lesionados sofrem o processo normal de reparacdo incluindo inflamacdo com remocédo de
tecido lesado, proliferacdo e migracdo de fibroblastos que produzem tecido colageno e
remodelacéo do ligamento (SMITH & GOODSHIPG, 2004).



8. CONCLUSOES

O presente estudo abrangeu diferentes aspectos da articulacdo metacarpofalangeana e
ligamento suspensorio priorizando as dificuldades encontradas na rotina clinica quando
examinando regides com frequentes lesGes, que ainda provocam divergéncias na sua
interpretacdo por meio das técnicas de diagnostico por imagem. No segundo manuscrito, por
meio das técnicas radiogréaficas, ultrassonograficas e anatomopatologicas se observou a
relacdo entre a degeneracdo da cartilagem articular do condilo do Il metacarpiano
caracterizada por diminuicdo do espaco anecdico da cartilagem articular, irregularidades da
superficie Ossea e a fibrilacdo articular associadas a fibroplasia, neovascularizacdo e
metaplasia cartilaginosa dos ligamentos colaterais da articulacdo metacarpofalangena. No
terceiro manuscrito demonstrou-se diferencas como ecogenicidade, tamanho, forma,
arquitetura e composic¢do tecidual da insercdo proximal do ligamento suspensério entre a raca
Crioulo e a raga PSI. No quarto manuscrito, por meio da técnica de histoquimica caracterizou-
se 0 tecido de substituicdo presente em processos cicatriciais de tenddes e ligamentos bem

como, a perda de matriz proteoglicana associada a fibrilacdo da cartilagem articular.
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