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RESUMO

RAMIREZ RAMOS, P.A. Efeito do plasma rico em plaguetas associado ao uso

do LASER terapéutico em desmite proximal do ligamen  to suspensor do boleto
[Effect of PRP associated to laser therapy in proximal supensory desmites] 2013.
121 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciencias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2013.

A cicatrizacdo das lesGes ligamentares € lenta e muitas vezes ineficiente. Uma vez
lesado, o ligamento suspensor do boleto (LSB) dificilmente recupera suas
propriedades biomecéanicas originais. A desmite do LSB proximal dos membros
toracicos ocorre em cavalos de todas as racas e todas as disciplinas esportivas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar clinicamente e por ultrassonografia, a influéncia do
plasma rico em plaquetas (PRP), e do PRP associado ao LASER terapéutico, na
cicatrizacdo da regido proximal do LSB, em cavalos com desmite induzida por
colagenase. Para isto foram utilizados 18 animais sem raca definida, distribuidos em
trés grupos. O G1 foi formado por seis animais, submetidos a inducédo da desmite na
regido proximal do LSB, que ndo receberam qualquer tratamento. O G2 foi formado
por seis animais, que foram submetidos a desmite induzida e ap0s trés semanas
receberam aplicacao intralesional de PRP guiada pelo ultrassom. O G3 foi formado
por seis animais, que apos inducdo da desmite receberam tratamento com LASER
terapéutico a partir da segunda semana, e na terceira semana pés-lesdo receberam
aplicacao intralesional de PRP guiada pelo ultrassom. A inducdo da desmite foi
realizada por meio de infiltragdo guiada pelo ultrassom na regido proximal do LSB,
sendo este considerado o tempo 0. A cada semana e até a semana oito, 0s cavalos
foram avaliados clinicamente, por ultrassonografia e por analise cinematica, ao trote
em linha reta. Houve diferenca significativa na comparacdo entre grupos para as
variaveis aumento de volume na avaliagdo clinica, e area no corte transversal do
ligamento e, &rea no corte transversal da lesdo na avaliagdo ultrassonogréafica. Na
comparacao entre os diferentes momentos de observacao as variaveis aumento de
volume e dor a palpacdo do G2 e G3 mostraram escores maiores quando
comparados ao G1, sendo que o G2 apresentou escore maior que o G3.

Ultrassonograficamente, a ecogenicidade da lesdo mostrou diminuigdo dos escores,



a partir da quinta semana de avaliacdo nos grupos tratados. As demais variaveis
clinicas ou ultrassonograficas, bem como a analise cinematica da claudicag&do néo
mostraram diferencas significativas entre os grupos. O PRP, apesar de ocasionar
inflamacéao leve e transitério apds infiltracdo, influenciou positivamente o processo
de cicatrizacdo da parte proximal do LSB, com um efeito analgésico adicional
guando associado ao LASER terapéutico.

Palavras-chave: Equino. Desmite. Plasma rico em plaquetas (PRP). LASER
terapéutico. Ultrassonografia.



ABSTRACT

RAMIREZ RAMOS, P. A. Effect of PRP associated to laser therapy in proxim  al
supensory desmites. [Efeito do plasma rico em plaquetas associado ao uso do
LASER terapéutico em desmite proximal do ligamento suspensor do boleto]. 2013.
121 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciencias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2013.

The healing process of injured ligaments is slow and often inefficient. Once damaged
the suspensory ligament (SL) hardly recover their original biomechanical properties.
The forelimb proximal suspensory ligament desmitis occurs in horses of all breeds
and all sports. The aim of this study was to evaluate clinically and
ultrasonographically, the influence of platelet-rich plasma (PRP), and PRP
associated with LASER therapy, on the healing process of the proximal region of the
SL in horses with collagenase-induced demitis. For this purpose it were used 18
cross breed horses divided into 3 groups. G1 was composed of six horses subjected
to induction of proximal suspensory desmitis, with no treatment. G2 was composed
of six horses subjected to desmitis induction and after three weeks they received
ultrasound-guided intralesional injection of PRP. G3 was composed of six horses
subjected to desmitis induction and after two weeks they received laser therapy and
one week later they received intralesional guided-ultrasound injection of PRP.
Induction of desmitis was made using ultrasound-guided infiltration in PSL, which
was considered day zero. Horses were evaluated clinically, in straight line trot for
cinematic analysis and ultrasonographically, every week until eighth week. There
were significant difference between groups for swelling, the cross-sectional area of
the ligament, and the cross-sectional area of the injury on ultrasound evaluation.
Comparing the different times of observation, descriptively were a difference for G2
and G3 in the clinical variables that evaluated swelling and pain on palpation,
showed higher scores compared to the G1, and G2 had higher scores than the G3.
Sonographically, the echogenicity of the lesion showed decreased scores from the
fith week of evaluation in the treated groups. The other clinical variables or

ultrasound, as well as the kinematic analysis of lameness showed no significant



differences between groups. PRP, although causing transient and mild inflammation
after infiltration, positively influenced the healing process of the proximal part of the

SL, with additional analgesic effect when combined with laser therapy.

Keywords: Equine. Desmites. Platelet-Rich plasma (PRP). LASER therapy.
Ultrasonography.
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1 INTRODUCAO

As afeccdes do sistema musculoesquelético englobam as causas mais
comuns de aposentadoria de cavalos atletas; dentre elas as lesdes do ligamento
suspensor do boleto (LSB) contribuem significativamente na porcentagem total de
cavalos que nao retornam a carreira atlética (MURRAY et al., 2006; WASELAU et
al., 2008; CLEGG, 2012).

A natureza multifatorial da patogenia das desmopatias (MOLLOY, WANG,
MURREL, 2003; DAHLGREN, 2007) leva a uma infinidade de modalidades de
tratamento para reduzir os sintomas e tentar controlar ou melhorar a resposta da
cicatrizacdo, os resultados sdo desuniformes e muitas vezes insuficientes para
manter o nivel de desempenho atlético. Existem muitas controvérsias sobre a
consisténcia e efeitos favoraveis dos procedimentos médicos e cirargicos que sao
aplicados no tratamento destas enfermidades (SMITH, McILWRAITH, 2012). O
principal objetivo da maioria dos tratamentos € modular o processo de cicatrizacao,
assim os tratamentos emergentes tendem a promover regeneracdo mais do que
reparacao e atualmente utilizam fatores de crescimento, concentrados de plaguetas,
células tronco mesengquimais e terapia génica (BOSCH et al., 2010, 2011; TEXTOR,
2011; VOLETI, BUCKLEY, SOSLOWSKY, 2012).

As observacgdes experimentais in vitro sugerem gue o uso de concentrados de
plaguetas sejam um tratamento promissor no uso in vivo, no tratamento das
tendinites e desmites (Mc CARREL, FORTIER, 2009; GEANEY et al., 2011), porém,
ainda ha necessidade de uma quantidade substancial de trabalhos clinicos e
experimentais validando os efeitos benéficos do PRP.

Na busca de tratamentos que permitam a otimizacdo da reparacgdo tecidual
das lesbes do sistema locomotor, o uso de aparelhos como o LASER terapéutico é
de grande relevancia pois, como outros métodos fisioterapéuticos, age localmente
de forma nédo invasiva e nao lesiva. Apesar do mecanismo de acdo nao estar
totalmente entendido supbe-se que a estimulacdo fotoquimica possa levar a

modulagc&do do metabolismo celular, causando uma diminui¢do da dor e estimulando
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substancias promotoras de reparacdo (PETERSEN et al.,1999; RYAN, SMITH,
2007; MARINI et al., 2013 no prelo?).

Uma das principais dificuldades nos estudos das lesdes do sistema locomotor
de equinos é utilizar um sistema objetivo de avaliacdo de claudicacdo, comumente
estas avaliacfes sao feitas por veterinarios experientes seguindo um modelo padrdo
de exame. Alguns estudos tem mostrado que os avaliadores podem estar
influenciados ou ter tendéncia para observar melhora da claudicacao durante alguns
testes, o que poderia afetar a identificacdo e localizacao precisa da origem da dor,
interferindo no sucesso do tratamento (McCRACKEN et al., 2012). A cinematica e
especialmente o sistema de sensores inerciais sdo sugeridos na literatura como
método de avaliagao eficiente. Na decisé@o de utilizar a claudicagdo como variavel de
desfecho nos trabalhos experimentais, este sistema de sensores inerciais podem
oferecer grande informacdo objetiva e quantitativa, embora devam ser bem
controlados (SMITH, McILWRAITH, 2012).

Este trabalho teve como intuito observar a influéncia do PRP e do PRP
associado ao LASER terapéutico, no processo de cicatrizacdo da desmite proximal
do ligamento suspensor do boleto dos equinos, por meio de andlise clinica e
ultrassonografica. Com isso pretendeu-se oferecer ao clinico, uma analise critica
destas ferramentas que vém sendo utilizadas no tratamento das lesdes na regiao

proximal do LSB.

' MARINI I.; BARTOLUCCI M.L; BORTOLOTTI F.; INNOCENTI G.; GATTO M.R; BONETTI G. A.
The effect of diode superpulsed low-level laser therapy on experimental orthodontic pain caused by
elastomeric separators: a randomized controlled clinical trial. Lasers in Medical Science. Maio,
2013.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REGIAO PROXIMAL DO LIGAMENTO SUSPENSOR DO BOLETO (LSB) DOS
MEMBROS TORACICOS

2.1.1 Consideragdes anatomicas e funcionais

O ligamento suspensor do boleto (LSB) € uma estrutura complexa desde o
ponto de vista anatébmico, devido a heterogeneidade do tecido que o compde, como
também pela disposicdo que mantém em relagdo as estruturas adjacentes
(BISCHOFBERGER et al., 2006; NAGY, DYSON, 2009, 2012; WERPY, DENOIX,
2012). Werpy, Denoix, (2012) fizeram um trabalho descritivo da abordagem
diagnéstica do LSB, onde se expfe a importancia de conhecer em detalhe sua
anatomia. Esses autores descreveram que no membro toracico o LSB origina-se
como uma fina camada de fibras, provindas do aspecto proximal palmar do osso llI
carpiano e dos 0ssos metacarpianos, de forma bilobulada, facilmente visivel na
unido com o 0sso Il metacarpiano (I1l MTC). Comumente o I6bulo medial € mais fino
e mais comprido que o lébulo lateral, embora isto possa mudar entre individuos. Na
unido com o ligamento, a margem palmar do osso Il MTC tem uma crista sagital
0ssea que nao deve ser interpretada nas imagens diagnosticas como proliferacao
ossea. O ligamento possui uma quantidade variavel de musculo e gordura em cada
um dos Iébulos, de distribuicdo assimétrica quando comparado com 0 membro
contralateral. Estas regibes de tecido muscular e gorduroso estdo em maior
quantidade na altura dos lobulos, no entanto estes tecidos se mantém em uma
forma de distribuicAo de zig-zag, que segue em menor quantidade por toda a
extensdo do ligamento até sua bifurcacdo nos ramos. 5-7cm distal a articulagéo
carpometacarpiana, os I6bulos se juntam e o ligamento adquire uma forma oval que

se mantém até sua bifurcacao.

Nagy, Dyson, (2012) também confirmaram esta descricdo anatdmica,

submetendo 30 membros toracicos de cavalos a avaliagdo por ressonancia
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magnética. Nove destes animais, ainda foram submetidos a avaliacdo histologica,
sendo que em quatro amostras o conteudo de musculo e gordura ocupou entre 4 e
11% da area no corte transversal. Além disso, afirmaram que algumas fibras do LSB
proximal, provindas do osso IV metacarpiano (IV MTC) estdo presentes em seu

aspecto lateral, seis ou sete centimetros distal & articulagdo carpometacarpiana.

A inervacdo do LSB proximal provém do ramo profundo do nervo lateral
palmar, que depois se divide nos nervos metacarpianos palmares lateral e medial. O
nervo palmar lateral € formado pela anastomose do ramo palmar do nervo ulnar e
fibras do nervo mediano. A irrigacdo e drenagem venosa do ligamento na regido
proximal sédo feitos pelas artérias e veias metacarpianas palmares lateral e medial,
as quais tem origem nos vasos sanguineos radial, no aspecto medial, e colateral
ulnar no aspecto lateral. Estes vasos sé&o facilmente visualizados nas diferentes
técnicas diagnosticas utilizadas na avaliacdo do ligamento (NAGY, DYSON, 2012;
WERPY, DENOIX, 2012).

Segundo Souza et al. (2010), o ligamento € por definicho uma estrutura de
tecido conjuntivo que une duas superficies 6sseas, e o tenddo une musculo com o
0ss0. Neste contexto o LSB é uma estrutura especial e diferenciada, sendo mais
complexa que um ligamento, devido ao conteudo de tecido muscular, porém nao
pode ser considerada um tenddo. A nomenclatura oficial do ligamento € musculus
interosseus medius, mas a funcionalidade do musculo é considerada passiva. Ainda,
o ligamento que na maioria da sua estrutura é de material colageno, faz parte do
grupo de estruturas flexoras armazenadoras de energia elastica do membro distal
equino (BIEWENER, 1998; BIRCH, WILSON, GOODSHIP, 2008). Do ponto de vista
biomecénico, devido ao modulo de elasticidade, o LSB dos membros toracicos é a
estrutura do grupo que mais esforgo sofre na transicdo de um andamento para outro,
ou seja do passo para o trote ou do trote para o galope; embora sua contribuicdo
armazenando energia elastica seja a mais baixa, aproximadamente 20% do total. A
funcé@o geral do LSB é estabilizar os 0ssos adjacentes e prover resisténcia passiva
ao movimento (DAHLGREN, 2007); mais especificamente ele estd em total relacdo
com o grau de movimentagdo da articulagdo metacarpofalangeana, tanto em
extensdo, quanto em flexdo (BIEWENER, 1998). Analisando a funcdo do ligamento
pode-se concluir que o maximo esfor¢co implica na maxima deformacdo, o qual

contribui a uma alta incidéncia de lesdes (SOUZA et al., 2010).
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2.1.2 Composicgéao estrutural

Em geral, os tendfes e ligamentos tem aparéncia estrutural e histolégica
semelhante, com apropriadas diferencas nas caracteristicas moleculares,
bioguimicas, celulares e de organizacdo das moléculas. Estes tecidos sé&o
compostos por escassos fibroblastos embebidos em uma estrutura complexa de
matriz extracelular (MEC), rica em colageno organizado ao longo das linhas de
tensdo (DAHLGREN, 2007; REES, DENT, CATERSON, 2009).

Aproximadamente 80% da matéria seca dos tendBes e ligamentos é
colageno, do qual mais de 95% € do tipo |, para os tenddes, e 85% para 0S
ligamentos; o restante € colageno tipo lll, com pequenas quantidades de outros
tipos, como 1V, VIl e IX (DAHLGREN, 2007; REES, DENT, CATERSON, 2009). O
coldgeno no interior do ligamento tem uma organizacdo hierarquica. Em maior
escala estdo os fasciculos, estruturas tubulares visiveis macroscopicamente,
orientadas ao longo do eixo das forcas de tensdo. No caso dos ligamentos estes
eixos estdo em maior numero e direcdes, dependendo do grau de movimentacéao da
articulacdo a que estejam associados. Cada fasciculo contém feixes de fibras de
colageno que podem ter um diametro aproximado de 10um, visualizadas por
microscopia éptica na maior ampliagdo. O seguinte nivel da estrutura sdo as fibrilas
de colageno contidas nos feixes, as quais séo visiveis por microscopia eletrdnica,
em ainda menor escala encontram-se a microfibrilas, que sdo agregados de cinco
moléculas de tropocolageno mantidas por cross-links. Cada molécula de
tropocolageno esta composta por trés cadeias de polipeptideos envolvidas em forma
helicbide, com aproximadamente 1,5 nm de didametro, as quais sao hidrossollveis
(VOLETI, BUCKLEY, SOSLOWSKY, 2012). A integridade estrutural e a funcao
normal mecanica dos ligamentos vai depender do alinhamento das fibras de
colageno tipo | (YOON, HALPER, 2005).

A MEC além de conter colageno, que € considerado como a parte fibrosa,
contém também uma parte de substdncia amorfa de suporte, composta por
proteoglicanos, glicoproteinas estruturais e proteinas diferentes do colageno:

elastina, proteina de ligacéo, proteina oligomérica da matriz da cartilagem (COMP),
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tenascina C, fibronectina, fibulina, fibrilina e tromboespondina. A funcdo destas
proteinas esta relacionada com a organizacdo das moléculas da matriz, a

sinalizacao entre as células e entre células com a matriz (PARKINSON et al., 2011).

Os proteoglicanos sao moléculas compostas por uma proteina central, a qual
uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos se unem por ligacdes covalentes. Nos
ligamentos e tenddes existem dois tipos de grupos, dos pequenos proteoglicanos ou
também chamados pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs), e o dos
grandes proteoglicanos, ou de alto peso molecular. Os pequenos proteoglicanos
contém uma proteina central, com varias cadeias de repeticbes de leucina em
posicbes permanentes, cada uma das cadeias com 20-30 aminoacidos de
comprimento, as quais se unem uma ou duas cadeias de condroitim ou dermatam
sulfato (CS ou DS), ou varias de queratam sulfato (KS) (YOON, HALPER, 2005;
REES, DENT, CATERSON, 2009; PARKINSON et al., 2011). Existem mais de 11
tipos de SLRPs que podem ser classificados em quatro classes, dependendo de
caracteristicas como a quantidade de cadeias de repeticdes de leucina ou das
cadeias de glicosaminoglicanos que estejam unidas, dentre outras varias
caracteristicas. Os SLRPs considerados mais importantes, devido a maior presenca
nos ligamentos e tenddes sdo: decorim, biglicam, fioromodulim e lumicam. Eles tem
funcBes especificas, ainda em estudo, mas geralmente ligam-se a fibrilas de
coldgeno contribuindo para a fibrilogénese, como também, se unem a fatores de
crescimento, tendo participacdo na modulacdo da proliferacdo celular e resposta
imunologica (YOON, HALPER, 2005). Zhang et al. (2006) compararam as
caracteristicas histol6gicas dos tenddes de camundongos deficientes em decorim
com tendbes sadios. As amostras dos tenddes foram avaliadas por microscopia
eletrbnica de transmissdo, PCR, analise de imunofluorescéncia e imunoblotting. Os
resultados evidenciaram que os tenddes dos animais deficientes em decorim
desenvolveram fibrilas de colageno tipo | de contorno irregular, com diametros
menores e distribuicdo desuniforme, concluindo com estes achados que o decorim
coordena a regulacdo da fibrilogenese e o desenvolvimento do colageno nos
tenddes.

Ja os grandes proteoglicanos séo ricos em CS e KS, além de possuir a
proteina central com multiplos dominios. O dominio globular N-terminal interage com

0 acido hialurénico e o dominio C-terminal consiste em um ou dois dominios para
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fatores de crescimento epidermal, um dominio que é uma sequéncia de aminoacidos
como lectina (C type lectin-like), e um dominio para proteina reguladora de
complemento. Estes sdo os mesmos elementos estruturais vistos nas selectinas, o
que significa que este dominio tem grande afinidade por ligar hidratos de carbono
simples ou mediar adesbes por meio de ligacbes de hidratos de carbono. Estes
proteoglicanos estdo embebidos dentro e entre as fibrilas e fibras de colageno, e séo
moléculas carregadas negativamente, hidréfilas que podem reter 50 vezes seu peso
em agua; proporcionando as fibrilas de colageno a capacidade de resistir as mais
altas forcas compressivas e de tensdo. Existem varios tipos de grandes
proteoglicanos; no caso dos ligamentos e tenddes, o agrecam e 0O versicam
representam 10% do total dos proteoglicanos, sendo os 90% restantes SLRPs nas
areas de tensao; ja nas areas submetidas a compresséo, a distribuicdo € de 50%
para os dois grupos (YOON, HALPER, 2005; PARKINSON et al., 2011).

Ja referido anteriormente, os fibroblastos ou células do ligamento estdo
imersos na MEC em pouca quantidade, embora a funcionalidade do tecido dependa
do seu metabolismo. Em condi¢Bes fisiologicas estas células mantém o balango
homeostéatico, eliminando os residuos e produzindo proteinas da MEC. Este
balanco € mantido pela producédo de dois tipos de proteinas, as metaloproteinases
de matriz e os inibidores tissulares de metaloproteinases (MMPs e TIMPSs). As
MMPs sdo enzimas proteoliticas que degradam MEC e facilitam a remodelagéo,
processo essencial na manutencao e reparo dos tecidos. A funcdo das MMPs €, por
sua vez altamente controlada pelas TIMPs (DAHLGREN, 2007; REES, DENT,
CATERSON, 2009).

2.2 DESMITE PROXIMAL DO LIGAMENTO SUSPENSOR DO BOLETO

Para o estudo da desmite tanto no membro toracico quanto no pélvico, o
ligamento suspensor do boleto é dividido em trés regides: regido proximal, corpo e
ramos, as quais sao susceptiveis de lesBes, com manifestacdo clinica diferente.
Assim a desmite proximal do LSB é considerada como a lesédo do terco proximal,

que pode ocorrer entre 4-12 cm distal ao 0sso acessorio carpico, dependendo do
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tamanho do animal (DYSON, 2000). Nesta mesma regido, estruturas como 0S
ligamentos inter6sseos ou o0 0sso Il metacarpiano sdo susceptiveis a alteracfes
estruturais, as quais eventualmente poderiam atingir o LSB. Portanto, € considerada
desmite do LSB proximal sé a alteracdo que tem origem no proprio ligamento, ou

em sua entese no 0sso Il MTC, ou uma combinacao das duas (DYSON, 2007).

A desmite do LSB proximal dos membros toracicos ocorre em cavalos de
todas as racas e todas as disciplinas esportivas. Cavalos adultos de alta
performance sédo susceptiveis de desenvolver a doenca, no entanto os animais
jovens que realizam amplos e exagerados movimentos praticando a modalidade
adestramento tém maior predisposicdo (BOOTH, 2003; DYSON, 2007).

Atualmente, estas lesdes junto com as lesbes tendineas dos musculos
flexores constituem a maior causa de queda do performance em equinos atletas
(CLEGG, 2011). Alguns levantamentos epidemioldgicos feitos em cavalos durante a
temporada de competicdo na modalidade National Hunt, na Inglaterra, mostraram
valores de 46% de prevaléncia de lesdes em tenddes e ligamentos (CLEGG, 2012).
Um estudo coorte retrospectivo feito em uma populacdo de cavalos de corrida,
durante o ano 1999 no Japdo, mostrou que 11,01% desta populacédo teve
diagnostico de lesBes no tendao flexor digital superficial (TFDS) e 3,61% no LSB,
com a maior prevaléncia associada a maior idade (KASASHIMA et al., 2004). Murray
et al. (2006) mostraram em um estudo de coorte retrospectivo, realizado no Animal
Health Trust Hospital que o LSB € o local anatdbmico mais acometido na maioria
dos esportes, em cavalos de alto e médio desempenho. Entre as possiveis lesbes

do LSB, a desmite proximal é a lesdo predominante.

Como etiologia da desmite tem-se considerado o trauma agudo ou a
exposicao do ligamento a forcas de tenséo repetitivas e lesivas, associadas a uma
série de fatores como: incorreto balanceamento dos cascos, m& conformacdo dos
membros ou estado atlético abaixo da exigéncia da categoria do esporte (BOOTH,
2003; DYSON, 2007). Nao obstante existe uma outra forma de desmite do LSB, a
desmite degenerativa do ligamento suspensor (DSLD), de etiologia e apresentacao
clinica diferente da anterior, afetando principalmente cavalos das ragas Passo Fino,
Passo Peruano, Arabe, Quarto de Milha (MERO,SCARLETT, 2005; SCHENKMAN et
al., 2009) e alguns warmblood (MILLER, JUZWIAK, 2010).
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Do ponto de vista académico a DSLD é considerada separadamente, devido
as varias hipbéteses com respeito a etiopatogenia, além de ser uma doenca de
prognastico reservado que pode comprometer a vida do animal, como consequéncia
do processo degenerativo (MERO, SCARLETT, 2005; MILLER JUZWIAK, 2010).
HALPER et al. (2006) identificaram em varias amostras de tecidos de animais com
diagnéstico de DSLD, um acumulo de proteoglicanos nao caracterizados. No
trabalho avaliaram por meio da histopatologia, microscopia eletronica e
cromatografia em gel, a presenca de proteoglicanos em amostras de ligamento
suspensor, nucal e patelar, tenddes flexores, artérias aorta e corondrias e na esclera
ocular, Os grupos estudados eram compostos por 28 animais com diagndéstico de
DSLD, dos quais 22 foram de raca Passo Peruano e seis de outras ragas e, 0 grupo
controle era composto por mais oito animais. Os autores concluiram que a desmite
degenerativa do ligamento suspensor pode ser uma doenga sistémica que
compromete os tecidos com alta quantidade de tecido conjuntivo. SCHWARZBACH
et al., 2010 com o objetivo de propor uma ferramenta que ajudasse no diagnostico
clinico da DSLD, analisaram a possivel associacdo entre o angulo da articulacao
metacarpofalangeana (AMF) e a presenca de acumulo de proteoglicanos no
ligamento nucal, encontrando associacdo destas duas variaveis em seis animais de

123 equinos avaliados.

Comumente, a forma de apresentacdo da desmite proximal no membro
toracico € com claudicacdo aguda, transitoria, que pode se resolver em 24 horas,
quando o animal ndo é submetido a trabalho intenso. A claudicacdo se mantém
como leve ou moderada, nunca grave, a menos que a lesao seja extensa ou envolva
a entese. Esta claudicagdo usualmente piora quando é avaliada no chdo macio ou
guando o membro acometido esta do lado de fora na avaliacdo ao circulo. Quando a
claudicacéo é leve pode ser percebida mais facilmente pelo cavaleiro, do que vista
pelo observador (DYSON, 2000; 2007; BOOTH, 2003).

Devido a semelhanca estrutural e molecular entre os ligamentos e tenddes,
sdo assumidos 0s mesmos conceitos com relagcdo a patogénese e o processo de
reparacao destes tecidos, como também séo utilizadas as mesmas ferramentas para
diagnéstico e as mesmas estratégias terapéuticas (LUl et al., 2011; SMITH,
McILWRAITH, 2012).
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Geralmente, o diagnéstico é feito pelo histérico, exame clinico com
associacado da evidéncia radiolégica e ultrassonografica. A anestesia perineural dos
nervos metacarpianos palmares medial e lateral ou do nervo palmar lateral na altura
do osso acessorio carpico usualmente resulta na melhora da claudicacdo, com
algumas variacdes individuais a serem analisadas em cada caso (DYSON, 2000;
2007; BOOTH, 2003).

2.3 FISIOPATOLOGIA DA DESMITE E CICATRIZACAO

A partir das alteracdes histoldgicas do tecido, existe um debate com
referéncia ao termo que melhor define a lesdo no ligamento; hoje na Medicina é
mais aceito o termo desmopatia do que desmite, pois em alguns estdgios da doenca
nao ha evidéncia histologica de células inflamatérias ou a presenca dos sinais
clinicos da inflamacdo. Como a auséncia de células inflamatérias ndo exclui os
componentes moleculares da cascata inflamatéria no inicio da lesdo, o termo
desmite segue sendo utilizado (LUl et al., 2011; SMITH, McILWRAITH, 2012). O
processo de lesdo do LSB ocorre a0 mesmo tempo que a etapa de reparacgao,
sobrepondo uma etapa a outra; isto reflete o constante processo de reposicdo que
ocorre em condi¢des fisiolégicas (MOLLOY, WANG, MURREL, 2003; DAHLGREN,
2007). As lesdes no ligamento podem ser do tipo intrinseco ou extrinseco. Sao
consideradas como intrinsecas as alteracbes que podem ocorrer como
consequéncia do processo degenerativo. LesOes extrinsecas estdo associadas a
laceracbes ou impactos trauméaticos, provindos, por exemplo, de exercicios que
excedem o limite de elasticidade do tecido ou forcas de tenséo repetitivas que
alteram o metabolismo na MEC; ndo dando tempo suficiente ao mecanismo de

reposicao, gerando um estado acumulativo de dano (DAHLGREN, 2007).

A etipatogenia da desmite € dinamica e complexa, motivo de estudo e fonte
de controvérsia e confusdo, no entanto, ha concordancia na hipotese que o inicio
ocorre com o deteriorizacdo da MEC. Atualmente, acredita-se que as células, em
resposta a injuria sdo responsaveis pela producdo de genes catabdlicos das MMPs,

aumento da apoptose e diminuicdo da producao de genes que expressam os TIMPs;
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estas condi¢cdes pdem em risco a habilidade fisiolégica de reparagdo do tecido, que
conduz ao desequilibrio (DAHLGREN, 2007). As MMPs sao moléculas que
estimulam a producéo de fatores de crescimento e interleucinas, as quais ao mesmo
tempo estimulam mais expressdo de MMPs como também de células inflamatorias
(leucécitos, macrofagos e plaquetas), estabelecendo assim a primeira fase do
processo de inflamacao-cicatrizacdo. Esta primeira fase, imediatamente apos a
injuria, pode durar de uma a duas semanas dependendo da extenséo da lesdo. Ela
esta caracterizada pelo maior dano ao colageno tipo I, a MEC, como também, a
chegada de uma grande quantidade de substancias e células inflamatoérias, e pelo
acumulo de agua, que determinam os sinais clinicos e preparam o tecido para a fase
seguinte de proliferacdo (MOLLOY, WANG, MURRELL, 2003; DAHLGREN, 2007;
VOLETI, BUCKLEY, SOSLOWSKY, 2012).

A fase de proliferacdo ou reparacéo, inicia-se poucos dias ap0s a lesdo e
pode durar por varias semanas ou meses, dependendo do caso. E caracterizada
pela chegada e acumulo de células indiferenciadas, em resposta a fatores quimio-
atraentes e elementos vasculares da primeira fase. Uma teoria propde que a fonte
dessas células progenitoras esta nos vasos sanguineos, mas uma outra sugere que
ha uma mudanca na morfologia dos fibroblastos ali presentes, em resposta a um
aumento do metabolismo para produzir moléculas de reposi¢cdo da MEC. O pico da
fase de proliferagdo acontece apds quatro semanas aproximadamente, e pode
perdurar por 24 semanas apo0s a injuria (DAHLGREN, 2007). Nesta fase, a
expressao génica do colageno tipo Il aumenta quando comparado com estados de
reposicdo fisiologica, e na medida que avanca o tempo de cicatrizacdo este
colageno ¢é substituido pelo tipo | (DAHLGREN, 2007; VOLETI, BUCKLEY,
SOSLOWSKY, 2012).

A fase de remodelacdo inicia-se aproximadamente seis semanas apés a
lesdo e progride por até 12 meses. Esta fase é critica para a recuperacdo das
caracteristicas fisicas e biomecéanicas do tecido, pois as fibras de colageno atingem
o alinhamento dependendo das forcas de tenséo e, as unides moleculares tipo cross
links amadurecem ficando mais fortes, conferindo no tecido maior resisténcia;
embora as propriedades mecanicas nunca se igualem as do tecido normal
(MOLLOY, WANG, MURRELL, 2003; DAHLGREN, 2007).
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A etiopatogenia e 0 processo de cicatrizacdo tém sido objetos de estudo
importantes na ultima década, com o propdsito de encontrar 0s elementos criticos da
cicatrizacdo, que ajudariam a encontrar o ponto alvo de atuacéo da terapéutica, para
obter um tecido mecanicamente mais parecido ao normal (SMITH, McILWRAITH,
2012). Alguns estudos procuram decifrar a grande participacdo dos fatores de
crescimento, agindo como mediadores na resposta celular ou estimulando a
producédo de proteoglicanos, na modulacdo inflamacdo e no processo de reparacao
e remodelacdo (PARKINSON et al.,, 2011; VOLETI, BUCKLEY, SOSLOWSKY,
2012).

2.4 USO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O PRP faz parte do grupo das terapias regenerativas biologicas autélogas
(FORTIER, SMITH, 2008; TEXTOR, 2011). E definido como a concentracédo de
plaguetas autdlogas em um pequeno volume de plasma, rico em fatores de
crescimento, contidos dentro dos granulos-a das plaguetas (PLACHOKOVA et al.,
2008; Mc CARREL, FORTIER, 2009), além de muitas outras proteinas e substancias
contidas nos granulos delta e lambda (BOSWELL et al., 2012). A racionalidade atras
do uso do PRP, reside no fato que, a terapia com fatores de crescimento exdégenos
serve como meio para aumentar a resposta celular a lesdo, contribuindo para uma
melhor qualidade do tecido no processo de cicatrizagdo. Além disso, acredita-se que
com esta terapia pode-se estimular um processo de regeneracdo mais do que de
reparacdo (DALHGREN, 2007; Mc CARREL, FORTIER, 2009; BOSCH et al., 2011).
Os fatores de crescimento liberados pelas plaquetas incluem: fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento transformador-3 (TGF-R), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento epitelial (EGF),
fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), dentre os mais relevantes como
objetivo de investigacdo (PLACHOKOVA et al.,, 2008; Mc CARREL, FORTIER,
2009). H& ainda o fator de crescimento tipo insulina-1 (IGF-1) que recentemente foi
considerado como um fator presente no plasma do PRP, mas ndo armazenado nas
plaquetas (BOSWELL et al., 2012).
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Os fatores de crescimento sdo moléculas peptidicas sinalizadoras, que em
condicoes fisioldégicas tém sido associadas a diversas func¢des bioldgicas, como
regulacdo do metabolismo, proliferacdo e diferenciacdo celular, e regulacdo da
producdo de moléculas da MEC (MOLLOY, WANG, MURRELL, 2003; DALHGREN,
MOHAMED, NIXON, 2005; FORTIER SMITH, 2008; DE ARO, VIDAL, PIMENTEL,
2012). As fungbes destas moléculas sdo melhor caracterizadas por meio do
acompanhamento da cicatrizacdo dos tecidos, especialmente dos tendineos e
ligamentares. Molloy, Wang, Murrell, (2003), em um trabalho de revisdo, resumiram
as principais funcbes dos fatores de crescimento no processo de cicatrizacao,
explicando como o IGF-1 e o TGF-B tém sua fase de maior atividade na etapa da
inflamacé&o do processo de cicatrizacdo, associando-se as funcdes como regulacéo
da producdo de moléculas de matriz, estimulacdo da proliferacdo e migracdo de
células e, aumento da expressao de proteinases. As moléculas VEGF, PDGF e
bFGF tém sua maior atividade na fase de proliferacdo e remodelagéo, com funcgoes
como promover a angiogénese, proliferacdo celular e, regular a producdo dos

proteoglicanos e outros fatores de crescimento.

Outros estudos comprovaram a participacdo destes fatores na cicatrizacao
dos tecidos. Dalhgren, Mohammed, Nixon, (2005) depois de induzir tendinite com
colagenase no TFDS de 14 equinos sadios, determinaram a expressao génica de
IGF-1, TGF-3, colageno | e colageno tipo lll, por meio de andlise bioquimica de DNA
e GAGs, avaliacdo histoldgica e isolamento do RNA através de PCR. Estes autores
observaram rapida elevacdo do TGF-3 durante o estado inflamatério, associado a
regulacdo da expressdo génica de moléculas de matriz, o que justificou os baixos
niveis de DNA e glicosaminoglicanos encontrados nesta mesma fase. O pico de
expressdo de IGF-1 apareceu durante a fase de proliferacdo ou reparacao,

coincidindo com aumento nas concentracdes de DNA e GAGs.

Em acordo com os resultados anteriores, Berglund et al. (2011), ap0s avaliar
mediante PCR amostras de tendao flexor profundo em coelhos, observaram que as
concentragbes de IGF-1 tiveram valores mais altos na fase de proliferagéo, trés
semanas apos a inducdo da tendinite mecénica, que se mantiveram acima dos
valores do grupo controle durante o periodo do experimento. Os valores para VEGF

tiveram um pico na primeira semana e foram diminuindo gradativamente até serem
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inferiores aos valores dos animais controle. Associado ao metabolismo dos fatores
de crescimento, acredita-se que outras moléculas também participem do processo
de cicatrizacdo, como as MMPs e os TIMPs. Neste trabalho a expressdo da MMP-13
sempre permaneceu com alta, acima dos valores controle, e manteve-se assim
durante o tempo de avaliacdo. O inibidor TIMP-1 acompanhou este aumento, porém
chegou a concentracdes mais baixas apos seis semanas. Esta MMP € associada a
degradacéao do colageno tipo I. A MMP-3 teve um aumento consideravel trés dias
apos lesdo e depois houve uma diminuicdo das concentragbes, assim como 0O
inibidor TIMP-3.

A maioria dos trabalhos in vitro feitos em cultivos celulares a partir de tecido
tendineo e ligamentar, mostram como os fatores de crescimento exdgenos,
fornecidos com o PRP, possuem acdo benéfica na resposta celular, associada ao
aumento da expressdao de moléculas da MEC, que conferem melhores

caracteristicas fisicas ao tecido em recuperacédo (GEANEY et al., 2011).

Mc Carrel, Fortier, (2009) usando PCR como ferramenta de avaliacéo,
compararam a expressao génica para colageno tipo 1 e 3 (COL1A1- COL3A1),
COMP, decorim, MMPs 3 e 13, fatores de crescimento TGF-R1 e PDGF-BB, em
células de TFDS e LSB de equinos cultivadas em diferentes meios. Foram
observados cinco explantes de células do TFDS e LSB por placa, em um total de 6
placas como segue: PRP, concentrado comercial liofiizado de plaquetas
(Lyophilized platelet product PP) coletado em ACD (acid-citrate-dextrose) e CPD
(citrate-phosphate-dextrose), aspirado de medula 6ssea (BMA), sangue e 10% de
plasma em DMEM. Os autores concluiram que as concentracfes dos fatores de
crescimento em ng/ml foram maiores nos cultivos para PRP e PP. Somado a isso,
aumentaram a relagdo COL1A1/COL3Al, aumentaram as concentragdes de COMP
e diminuiram a expressao de MMP-13. A presenca de leucdcitos foi mais alta no
cultivo com BMA a qual foi positivamente correlacionada com COL3A1, MMP-3 e
MMP-13 e, negativamente com a relacdo COL1A1/COL3A1, COMP e decorim.

O PRP foi introduzido na medicina em 1998, na cirurgia maxilofacial, usado
em combinacdo com implantes de osso autdgeno, para reconstrucdo de defeitos
mandibulares. Desde entéo, a investigacdo do uso do PRP tem sido extensiva. Na

odontologia tem sido usado para varios procedimentos clinicos e cirargicos
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(PLACHOKOVA et al.,, 2008). Plachokova et al. (2008), fizeram uma revisao
sistematica com o objetivo de obter um forte nivel de evidéncia para o uso do PRP
como terapéutico em lesdes odontologicas. A revisdo foi iniciada com 108
publicacbes, das quais sO nove cumpriram os critérios de inclusdo. Devido a
pluralidade dos trabalhos nédo foi possivel realizar uma metanalise, porém eles
encontraram evidéncia moderada no uso do PRP em defeitos periodontais, com

resultados positivos na neoformacéo e unido 0ssea, avaliados clinicamente.

Em outras areas da Medicina ha opinides divergentes, alguns trabalhos de
revisdo tanto de literatura quanto revisdes sistematicas possuem 0 conceito que,
apesar dos efeitos benéficos do PRP demonstrados atualmente, o uso clinico nao
tem suporte. Isso ocorre devido a variedade nos efeitos clinicos, consequéncia da
falta de padronizagdo dos protocolos de obtengcdo, concentracdo do numero de
plaquetas, procedimentos de administracdo e tecidos alvo para o tratamento. Além
disso as pesquisas ndo tem poder estatistico que documentem as diferencas, pelo
pequeno numero de participantes. Na Medicina ha a necessidade de estudos
prospectivos, randomizados, controlados e duplo cego com 0s requerimentos para
oferecer o poder estatistico apropriado. (FOSTER et al., 2009; SANCHEZ et al.,
2009; TAYLOR, 2011).

Na Medicina Veterinaria particularmente em equinos, também ha a
necessidade de trabalhos com nivel mais alto de evidéncia. A grande dificuldade
econbmica e a falta de possibilidade de encontrar um namero de participantes que
confirmem o poder estatistico das diferencas dos resultados, entre 0s grupos
tratados e os controles, tornam mais dificil a execucao deste tipo de estudo. Além
disso, ainda ha& muitas davidas a serem esclarecidas com os trabalhos
experimentais (FORTIER, SMITH, 2008; TEXTOR, 2011; SMITH, McILWRAITH,
2011).

Existe na atualidade uma grande variedade de estudos experimentais em
equinos que incluem varios protocolos de obtencdo do PRP, diferentes tempos de
aplicacao intralesional pos-leséo, diferentes tecidos avaliados, ndo obstante todos
com resultados benéficos. MAIA et al. (2009), em modelo de tendinite do TFDS
induzida com colagenase, 12 dias ap0s a lesao, aplicaram 2,5 ml de PRP com uma

concentracdo média de 400x10° plaquetas/pl, obtido a partir de 81 ml do sangue,
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apos trés centrifugacdes, com ativacao do cloreto de célcio 0,125 mol/L e incubacéo
de duas horas entre 20-22°C. Os resultados histol6gicos quando comparados com o
membro contralateral (grupo controle), mostraram um tecido mais organizado e

uniforme com relagcéo ao alinhamento do colageno e os fibroblastos.

Bosch et al. (2011) partiram da hipétese que a pouca vascularizacdo dos
tenddes poderia ser considerada como uma das razfes para o limitado potencial de
cicatrizacdo. Baseados na teoria que o fator de crescimento VEGF é um potente
estimulador angiogénico, avaliaram a influéncia do VEGF exdgeno fornecido no
PRP. No trabalho utilizaram seis cavalos, nos quais induziram tendinite cirdrgica no
TFDS nos dois membros toracicos, usando um membro para tratamento e outro
como controle. O PRP foi obtido com o uso de um sistema disponivel
comercialmente, e 3ml do produto foi injetado intralesional, uma semana apés
inducdo da tendinite. Os tecidos tendineos foram avaliados por ultrassonografia e
doppler, e apds eutanasia os tecidos foram submetidos a analise imunoistoquimica
para fator VII. Os resultados evidenciaram aumento do fluxo sanguineo durante todo
0 experimento e um aumento, principalmente, na quinta semana no grupo tratado.
Apos 24 semanas da lesdo o grupo tratado demonstrou nimero maior de vasos
sanguineos, como também uma organizacdo de células endoteliais fator VII
positivas, reconheciveis como estruturas vasculares, diferentes dos agregados de
células endoteliais observadas no grupo controle.

Em outro estudo com metodologia similar a anterior, Bosch et al. (2010), na
semana 24 de experimento, fizeram avaliacdo clinica para estabelecer o grau de dor
entre o grupo tratado (um membro toracico) e o controle (membro contralateral).
Apoés eutanasia dos seis animais colheram o tecido tendineo e o submeteram a
analise bioquimica, biomecanica e histolégica. Ndo houve diferenca significativa nos
resultados, quanto ao grau de dor dos membros tratados comparados com o0s
controle, porém os membros tratados tiveram uma quantidade significativamente
maior de coldgeno e GAGs. Nos testes biomecéanicos os tenddes tratados com o
PRP suportaram forcas de tensdo maiores de 9,36 +/- 2,22 Mpa (megapascales),
como também o modulo de elasticidade foi maior no grupo tratado com PRP.

Ao contrario dos resultados evidentemente positivos obtidos nos estudos

experimentais, em alguns relatos de séries de casos clinicos os pacientes nao
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mostraram uma resposta satisfatoria contundente, dificultando a inferéncia de
resultados absolutamente benéficos do PRP (ARGUELLES et al,. 2008; WASELAU
et al., 2008; CASTELIJNS et al., 2011). Arguelles et al. (2008) usaram concentrado
autdlogo de plaquetas para tratar cinco cavalos com lesbes tendineas e
ligamentares, trés deles com lesdo do LSB e dois com lesdao do TFDS. Os
resultados mostraram que 0s animais que sofreram a lesdo no LSB né&o tiveram
mudancas ultrassonograficas evidentes, embora tivessem apresentado uma melhora
no grau de claudicacdo e na resposta ao teste de flexdo. Além disso, todos o0s
animais retornaram ao nivel do desempenho esportivo anterior a leséo e nao tiveram

recidivas apos 20 meses.

2.5 USO DE LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LOW LEVEL LASER THERAPY-
LLLT) EM EQUINOS

O LASER (light amplification by stimulated emission of radiation) de baixa
intensidade é uma modalidade fisioterapéutica utilizada em humanos e animais, para
o tratamento de feridas, lesdes de tecidos moles e controle da dor (PETERSEN et
al.,1999; MARINI et al. 2013). Acredita-se que seus efeitos sdo mais fotoquimicos do
que térmicos, pois 0s poucos niveis de irradiacdo ndo geram consideraveis
aumentos de temperatura. A teoria fotoquimica, a qual ainda ndo é totalmente
aceita, postula que a luz absorvida interage com os cromoforos (moléculas
organicas) que podem modular a atividade celular. Os tipos de LASER comumente
usados sao: Hélio-Neon 633 nm, diodo galio-aluminio-arsénico de comprimento de
onda entre 405 a 904 nm e laser CO,, desfocalizado com grandes comprimentos de
onda. Recomenda-se 0 uso do LASER de luz vermelha visivel para tratar tecidos
superficiais, e LASER de luz infra-vermelha para tratar lesbes mais profundas do
sistema locomotor (RYAN, SMITH, 2007; PETERSEN et al.,1999).

A laserterapia € preconizada nas tendinites por acelerar a resolugdo do
processo inflamatoério, e estimular os fibroblastos a migracdo e a sintese de
coldgeno (PARIZOTTO, 1998). Buchner, Schildboeck, (2006) em um trabalho de

revisao sobre fisioterapia de equinos, afirmaram que o LASER de baixa intensidade
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tem sucesso variavel. ApGs analisar varios estudos experimentais e observacionais
em humanos e equinos, argumentaram que seriam necessarios estudos clinicos que
confirmassem a evidéncia do uso do LLLT. Embora a falta de evidéncia cientifica
dos tratamentos com sucesso, ndo significa que a terapia ndo possua valor medico,
pois existem varias explicacfes possiveis para esta falta de evidéncia; dentre elas
estdo a ndo adequacgéo dos parametros de avaliagdo dos tratamentos e, o fato dos
estudos clinicos randomizados controlados serem custosos e demorados. Petersen
et al. (1999) justificam esta perspectiva, com seu trabalho prospectivo de coorte
aleatorizado e controlado, feito em seis cavalos. Ap6s induzir uma ferida
cirurgicamente, os cavalos foram submetidos ao tratamento com LASER Ga-Al-As
de 830 nm, na dose de 2J/cm?. Baseados nos resultados, os autores discutiram a
falta de significancia estatistica, pois com o niumero pequeno de individuos nao foi
possivel estabelecer a diferenca significativa entre tratados e controle. Porém, a
observacéo clinica dos casos tratados revelou melhora quando comparados com 0s
controles, o que evidencia neste estudo a perda de significancia estatistica devido
ao limitado numero de participantes (n), mas com alguma significancia clinica

evidenciada pela melhora desses sinais clinicos.

Ryan, Smith, (2007) concordaram com a variabilidade de resultados nos
diferentes estudos analisados, no entanto explicaram que as diversas formas de uso
do LASER, justificam essa diferengca na resposta. Assim propuseram que a
transmissao de onda do LLLT em equinos poderia aumentar tosando, limpando com
pano, ou limpando com alcool a area da pele a ser tratada. Para isto utilizaram um
sensor de luz que detecta ondas entre 600 e 1300 nm de cumprimento de onda, em
nove cavalos de diferentes pelagens. Concluiram que € necessario tosar e limpar a

pele dos equinos antes de usar o LLLT para obter-se maior penetracdo de onda.

O uso do laser terapéutico para cicatrizacdo de tenddes em equinos foi
investigado por alguns autores, mas o comprimento de onda, a duracdo do
tratamento e a dose de energia utilizados nestes experimentos ndo mostraram
diferencas entre os membros tratados e n&o tratados (KANEPS et al.,, 1984,
MACHADO et al, 2000).

J&4 em estudo abordando o reparo tendineo em ratos com a utilizacdo do

LASER, demonstrou-se que as lesdes tratadas apresentaram qualidade muito
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superior de cicatrizacdo quanto a qualidade das fibras, além de tempo de reparo
menor do que as lesdes nao tratadas. Este mesmo estudo, demonstrou que
conforme as diferentes doses de energia utilizadas diferentes efeitos sao
observados, sugerindo que os efeitos sejam dose dependentes (PARIZOTTO,
1998).

Mikail (2008) observou que o LASER de arsenito de géalio na dose de 20J/cm?
mostrou-se efetivo em acelerar a reparacdo da lesdo tendinea em membros

toracicos de equinos quando avaliados ap6s 30 dias do aparecimento da leséo.

Na Medicina o ambito é diferente, a partir da década dos anos 60 os LASER
de baixa energia tém sido usados no tratamento de lesbes e inflamacéao dos tecidos
moles. Os primeiros estudos reportando beneficios no tratamento de lesdes
tendineas apareceram na década dos anos 80. Na atualidade existe uma vasta
guantidade de ensaios clinicos randomizados, validando o uso do LLLT em
tendinopatias, porém estes estudos sdo caracterizados pela variabilidade nas doses

usadas e os tipos de leséo tratadas.

Tumilty et al. (2010) fizeram uma revisdo sistematica com metanalise dos
dados, com o intuito de responder a pergunta, se a terapia com LLLT era efetiva no
tratamento das tendinopatias. Para isto estabeleceram trés objetivos no estudo, que
caracterizariam os critérios de inclusdo, na selecdo dos ensaios. Estes objetivos
foram, determinar a efetividade clinica do tratamento, a relevancia dos parametros
de irradiacéo e, a validade das doses recomendadas pela associacdo mundial de
terapia LASER (WALT). Apos a selecao de 663 trabalhos publicados e, aplicando os
parametros de exclusao, s6 25 estudos foram validados. Os autores concluiram que
os achados oferecem evidéncia contraditoria para a efetividade clinica do tratamento
de tendinopatias, porém, houve uma clara relacéo entre resultados positivos e 0 uso
das doses recomendadas. Embora os achados n&o sejam concluintes nos
resultados clinicos, existe grande interesse na investigacdo desta ferramenta
terapéutica, ndo invasiva e aparentemente nao lesiva no tratamento de lesdes
tendineas (TUMILTY et al., 2010).

Nao foram encontrados trabalhos abordando a utilizacdo do LASER como

tratamento de lesdes na regido proximal do LSB. Como nas lesdes ligamentares em
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equinos, os principais desafios sédo reduzir o tempo de cicatrizagédo, diminuir a dor e
proporcionar uma cicatriz de alta qualidade (quanto a quantidade de fibras de

colageno e seu paralelismo), a utilizacdo do LASER pode ser promissora.

2.6 UTILIZACAO DE SISTEMA DE SENSORES INERCIAIS PARA ANALISE
CINEMATICA DO TROTE

A avaliacdo subjetiva feita por um veterindrio especializado na espécie
equina, € o méetodo padrdo para o diagnostico de claudicacdo. Uma das formas
utilizadas para esta avaliacao é seguir a escala de zero a cinco proposta pela AAEP
(American Association of Equine Practitioners) para classificagdo do grau de
claudicagdo. No entanto, as diferencas em habilidades e experiéncia por parte dos
avaliadores pode confundir os limites entre os niveis da escala de gravidade, como
também o lado do membro acometido quando a claudicacdo é moderada (KEEGAN,
2007; McCRACKEN et al., 2012). Alguns estudos tem mostrado que os avaliadores
podem estar influenciados ou ter tendéncia para observar melhora da claudicacao
durante as avaliacdes que incluem bloqueios, o que poderia afetar a identificacédo e
localizacdo precisa da origem da dor, interferindo o sucesso do tratamento
(McCRACKEN et al., 2012).

Estas razdes suportam o recente uso de sistemas objetivos de avaliagao, os
guais vém se desenvolvendo nas ultimas décadas. Estes sistemas estdo baseados
na analise biomecanica do equino através de duas perspectivas relacionadas, a
cinética e a cinematica (McCRACKEN et al., 2012). A avaliacdo cinética tenta definir
e, mensurar as forcas que causam um movimento particular, que no caso da anélise
de um animal com claudicacéo, € facil compreender: um aumento na claudicacao
representa uma diminuicdo do apoio, e uma resultante diminuicdo da forca de
reacao da superficie que age no membro. A avaliacdo cinematica esta relacionada
com o estudo da descricdo do movimento. Neste contexto a cinematica descreve o

movimento e a cinética explica o0 movimento (KEEGAN, 2007).

A cinematica em equinos avalia as caracteristicas espaciais e temporais do

movimento dos animais sem referéncia as forcas. Para isto, geralmente sdo usados
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equipamentos complexos, muito caros, que incluem andlise com sistemas de video
realizados em esteira, que levam muito tempo para opera-los. Para fins praticos foi
desenvolvido um sistema de sensores inerciais sem fio (Lameness Locator ®) que
permite a avaliagcdo cinematica de varias passadas em equinos com claudicacao
trotando sobre o piso de concreto (KRAMER et al., 2004; KEEGAN, 2007; KEEGAN,
BAXTER, 2011; McCRACKEN et al., 2012).

Segundo Keegan (2007), através das pesquisas foram estabelecidos
multiplos parametros que permitiram criar uma lista ampla e variada de parametros
com indices cinematicos que diferem significativamente entre animais higidos e
agueles com claudicacdo. Nos membros toracicos a claudicacdo causa um aumento
na assimetria do movimento vertical da cabeca (aceleracdo e deslocamento), entre
0s passos do membro esquerdo e direito quando comparados. Nos membros
pélvicos, a claudicagdo causa um aumento na assimetria do movimento de
aceleracdo vertical e deslocamento da pélvis completa, entre os passos dos
membros esquerdo e direito, quando comparados. Também aumenta a assimetria
no deslocamento total das tuberosidades coxais esquerda e direita em relacdo uma
da outra. Sendo assim, quando o membro pélvico claudicante estd em apoio, a
pélvis completa desce menos quando comparado com o membro sadio. Os
muasculos extensores se contraem para diminuir o movimento descendente da
metade posterior do corpo, e em consequéncia, a forca aplicada sobre o membro
afetado durante o apoio. O membro claudicante também puxa menos a pélvis
durante e depois da ultima metade da fase de apoio, o que faz com que a pélvis se
eleve menos. Outras diferencas na claudicacdo incluem, uma diminuicdo da
extensdo da articulagdo metacarpo/metatarso falangeana, como também diminui¢éo
da flexdo da articulacdo interfalangeana distal na metade do apoio. Bem como uma
diminuicdo na retracdo no membro toracico e diminuicdo da protracdo no pélvico.

Mesmo no membro pélvico ocorre uma diminui¢édo da flexao tarsal durante o apoio.

O sistema de sensores inerciais utiliza acelerébmetros localizados no animal,
na cabeca (fixados ao cabresto), e no meio das tuberosidades sacras (fixados com
fita adesiva), para detectar os sinais de aceleracao vertical. As fases de apoio direita
e esquerda séo detectadas por um giroscopio fixado ao membro toracico direito,

dorsal na quartela. Os sinais dos trés sensores, sdo transmitidos sem fio em uma
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frequéncia de 200Hz para um computador, onde um sistema de algoritmos
desenhado especialmente, baseado na deteccao de falha, quantifica a perturbacao
da simetria do movimento vertical de cabeca e pélvis (KEEGAN, 2007,
McCRACKEN et al., 2012).

A gravidade da claudicacdo e o membro acometido sdo reportados por meio
das seguintes variaveis: A1/A2, que é o resultado da amplitude do movimento
vertical da cabeca e pélvis associado a claudicacdo, dividido pela amplitude
esperada do movimento vertical normal da cabeca e pélvis; mindiff, que é a
diferenca entre o minimo de alturas atingidas da cabeca durante o apoio dos
membros toracicos esquerdo e direito, ou 0 minimo de alturas atingidas da pélvis
durante o apoio dos membros pélvicos esquerdo e direito; maxdiff é a diferenca
entre 0 maximo de alturas atingidas da cabeca ap0s a fase de apoio dos membros
toracicos esquerdo e direito, ou 0 maximo de alturas atingidas da pélvis, apés a fase
de apoio dos membros pélvicos esquerdo e direito. (KRAMER et al., 2004; KEEGAN,
BAXTER, 2011; McCRACKEN et al., 2012). Durante um passo sao considerados
dois ciclos completos, assim a primeira minima altura é atingida durante a metade
do apoio do primeiro membro e a primeira altura maxima imediatamente depois do
fim do apoio do mesmo. As segundas minima e maxima alturas ocorrem durante a
metade e imediatamente apds ao fim da fase de apoio do membro contralateral
(KRAMER et al., 2004).

Por definicdo, valores serdo positivos para o mindiff e o maxdiff quando
houver claudicacdo do membro direito, e serdo negativos para claudicacdo do
esquerdo. A média destes valores é determinada pela soma do mindiff ou maxdiff
dividido pelo nimero de passos por ensaio, respectivamente. E necessario que o
desvio padrdo seja menor do que a média para considerar os resultados
consistentes (KRAMER et al., 2004; KEEGAN, BAXTER, 2011).
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2.7 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA NO DIAGNOSTICO DA DESMITE
PROXIMAL DO LSB

Apesar dos recentes avancos no diagnoéstico da desmite proximal do
suspensor do boleto, usando combinacbes de modalidades avancadas de imagem
como tomografia computadorizada, cintilografia e ressonancia magnética, a
ultrassonografia permanece como a técnica de imagem mais frequentemente
utilizada para se examinar o aspecto proximal do LSB e monitorar lesdes durante o
periodo de recuperacdo (ZAUSCHER et al., 2013). No entanto, a ultrassonografia é
técnico-dependente e a precisdo no diagnostico vai depender da destreza do
operador, somente obtida com a experiéncia (CELIMLI, SEYREK-INTAS, KAYA,
2004; NEELIS, ROBERTS, 2012).

Devido & posicdo do LSB e sua complexa anatomia, a avaliacdo
ultrassonografica da regido proximal € um verdadeiro desafio. As principais
dificuldades estdo relacionadas ao efeito anisotropico, onde a disposicao das fibras
de colageno faz com que a ecogenicidade do tecido dependa do angulo da posicao
do transdutor. Assim, se a posicdo do transdutor est4 perpendicular ao eixo
longitudinal, a ecogenicidade se mantém, se o angulo é mudado, a imagem sera
hipo ou anecdica. A ecogenicidade do tecido muscular e gorduroso é independente
da movimentac&do do angulo do transdutor. Estas caracteristicas sdo importantes na
avaliacdo das mudancas no tecido, compativeis com lesdes (KLAUSER,
PETROONS, 2010; NEELIS, ROBERTS, 2012; WERPY, DENOIX, 2012).

A avaliacédo padrdo do LSB na regidao proximal, inclui imagens longitudinais e
transversais, adquiridas no aspecto palmar da regido metacarpiana, com o uso do
transdutor linear de 7,5 até 12,0 MHz. O limite dorsal devera ser a margem palmar
hiperecéica do osso Il MTC. O LSB tem aparéncia difusa, criada por regides
hipoecdicas no corte transversal, e por regides com fibras ndo alinhadas no corte
longitudinal. Uma avaliagdo completa inclui imagens nos cortes transversais e
longitudinais em intervalos regulares, obtendo dados da forma, tamanho, margens,
ecogenicidade e alinhamento das fibras. Como complemento do exame padrdo a

regido proximal do ligamento pode ser avaliada com o membro em flexdo, pois a
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flexdo do carpo relaxa as estruturas palmares, permitindo maior area de contato,
obtendo-se assim uma imagem mais completa de medial para lateral. Além disso,
com o membro em apoio, o transdutor também deve ser levado para os dois

sentidos permitindo observar as margens lateral e medial (WERPY, DENOIX, 2012).

Na avaliacdo do LSB, a configuracdo da area de lesdo é dependente da
experiéncia do operador, revestindo de especial importancia para o diagndstico, a
comparacdo dos dados das mensuracdes do tamanho e a area transversal da
estrutura com o membro contralateral (WERPY, DENOIX, 2012). Celimli, Seyrek-
intas, Kaya, (2005) utilizando 62 cavalos da raca Arabe e 15 da raca Puro Sangue
Inglés, mediram a distancia lateromedial e palmarodorsal, a circunferéncia e a area
transversal do tendao flexor digital superficial, tenddo flexor digital profundo,
ligamento acessorio do tendao flexor digital profundo e do ligamento suspensor do
boleto. A partir dos resultados obtidos estabeleceram um padréo para raca e
sugeriram que fatores como o0 nivel de treinamento e competicdo poderiam
influenciar no tamanho destas estruturas, o que poderia ser de maior utilidade no

diagndstico de lesoes.

Recentemente, Zauscher et al. (2013) analisaram a variabilidade intra e inter
observador nas medicfes ultrassonograficas do aspecto proximal do LSB. Uma
precisdo aceitavel dentro e entre os operadores foi identificada apenas para a
espessura dorsopalmar/plantar em imagens longitudinais e transversais. Para a
largura lateromedial, area transversal e circunferéncia, uma grande variabilidade foi
identificada. Logo, recomendaram que a utilizacdo destes parametros devam ser
utilizados com cautela para a medicdo objetiva do LSB a partir da imagem

ultrassonografica transversal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia do PRP e do PRP associado ao LASER terapéutico, no
processo de cicatrizacdo do LSB. Avaliar clinicamente a evolugcdo da resposta
inflamatéria do tecido, e analisar ultrassonograficamente as caracteristicas

morfoldgicas da estrutura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar o processo de cicatriza¢cdo por meio da evolucéo dos sinais clinicos

da lesdo ao LSB frente aos diferentes tratamentos.

e Acompanhar por andlise cinematica com o uso do sistema de sensores inerciais

(Lameness Locator ®) a presenca de claudicacdo no membro lesionado.

e Acompanhar o processo de cicatrizagdo da lesdo no LSB por meio

ultrassonografico.

e Obter amostras de tecido ligamentar oito semanas pdés-lesdo, mediante o
procedimento de biopsia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Bioética da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, protocolado sob o n°2284/2011, seguindo
0s principios éticos nacionais e internacionais de experimentacdo em animais. Para
0S procedimentos invasivos como aplicagcao de colagenase, infiltracdo do PRP e
realizacdo da biopsia, os cavalos foram sedados com 0,015 mg/kg de detomidina a
1%, seguida de anestesia local por infiltracéo perineural com 3ml mepivacaina a 3%,
sem vasoconstritor. Apos a biopsia, foi administrado anti-inflamatoério ndo esteréide
para promover acao analgésica e redutora de edema; o principio ativo foi

fenilbutazona na dose de 4,4mg/kg, a cada 24 horas.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Animais: Foram utilizados 18 equinos adultos, machos e fémeas, com idades
entre trés e dezoito anos, sem raca definida (SRD), com peso médio de 363 Kg
(Quadro 1). Os animais ndo tinham historico de lesdes do LSB e, ndo foram
encontradas evidéncias de lesdo durante a avaliacdo fisica e ultrassonogréfica da
estrutura em toda a sua extensdo. Em um dos membros torécicos de cada um dos
18 animais, foi produzida experimentalmente desmite da regido proximal do LSB
através da injecdo de colagenase. O membro contralateral foi utilizado para outro
estudo experimental. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos

de seis animais:

Controle (G1): ndo foi administrado tratamento local para a desmite do

ligamento suspensorio.
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PRP (G2): injecédo intralesional com plasma rico em plaquetas (PRP) trés
semanas apos a indugéo da desmite.

PRP-LASER (G3): injecéo intralesional com plasma rico em plaquetas (PRP)
trés semanas apd6s a inducdo da desmite, associado a tratamento com LASER

terapéutico de baixa intensidade, iniciada duas semanas apoés inducao.

Quadro 1 - Descricdo dos animais utilizados no estudo segundo grupo, raca, sexo, idade (anos), peso
(kg) — Sao Paulo — 2012/2013

GRUPO RACA SEXO IDADE PESO GRUPO
1 1 SRD F 14 413 G1
2 1 SRD F 9 345 G1
3 1 SRD F 360 G1
4 1 SRD F 18 380 G1
5 1 SRD F 16 405 G1
6 1 SRD F 9 360 G1
7 2 SRD F 15 330 G2
8 2 SRD F 5 390 G2
9 2 SRD F 16 310 G2
10 2 SRD F 6 360 G2
11 2 SRD F 9 360 G2
12 2 SRD F G2
13 3 SRD F 8 400 G3
14 3 SRD M 8 365 G3
15 3 SRD F 8 360 G3
16 3 SRD M 8 360 G3
17 3 SRD M 8 400 G3
18 3 SRD M 8 380 G3




59

4.2.1 Procedimentos clinicos

421.1 Anestesia local

Imediatamente antes da injecdo de colagenase, da infiltracdo de PRP e
também para obtencdo da biopsia, fez-se a inje¢cdo perineural para bloqueio do

nervo lateral palmar conforme a seguinte descri¢céo:

Apés limpeza e desinfec¢cdo da pele com clorexidina degermante 2% e alcool
etilico 70%, uma agulha de 26G x 1,2 cm foi introduzida na face medial do membro e
na base do osso acessorio do carpo, direcionada levemente no sentido laterodorsal.
Neste local foram injetados 3 ml de mepivacaina a 3% (Mepisv carpule 1,8ml), sem

vasoconstritor (Figura 1).

O nervo palmar lateral emite um ramo profundo que inerva o LSB proximal. O
nervo palmar lateral € uma anastomose formada pelos ramos palmar do nervo ulnar

e lateral do nervo mediano (Figura 2).

Figura 1 — Imagem ilustrando o local do bloqueio da regido proximal do LSB

Fonte: RAMIREZ RAMOS, P. A. 2013
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Figura 2 - Imagem mostrando o nervo palmar lateral

Fonte: RAMIREZ RAMOS, P. A. 2013

Legenda - a. Esquema mostrando o nervo palmar lateral (seta), na regido distal do osso acessorio
carpico, o qual foi infiltrado com mepivacaina para produzir anestesia da area proximal do
LSB, e da regido lateral do metacarpo. b. Foto do corte transversal na regido distal do 0sso
acessorio carpico, mostrando o0 mesmo nervo (circulo)

4.2.1.2 Infiltracdo guiada pelo ultrassom

Esta técnica foi utilizada tanto para a infiltracdo da colagenase e do PRP

guanto para a obtencédo da biépsia.

Inicialmente foi feita a tricotomia da regido palmar e lateral do membro, com
lamina n° 50, visando obter a maior qualidade na imagem. No aparelho de ultrassom
a imagem foi configurada para a profundidade de 4 cm, com o foco na parte
superior, com ganho geral de 67%. O transdutor linear de 7,5 MHz foi coberto com
uma luva estéril de tamanho 8,5, com 10 ml de gel no seu interior. Apés limpeza e
desinfeccdo do local, o membro foi posicionado em flexdo de 90°, o transdutor
colocado lateral aos tenddes flexores, em posi¢cao longitudinal e levemente obliquo
com respeito ao eixo longitudinal das fibras do ligamento, deslocando com ele os
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tendbes flexores, para uma visualizacao direta do LSB. Nesta posi¢cao 0,5 cm distal
ao transdutor foi introduzida a agulha espinhal ou a agulha de biopsia, a qual foi
vista e seguida na tela até o fim do procedimento. A entrada da agulha na pele foi de
11 a 13 cm distal a0 0sso acessorio carpico, avancando 3 a 4 cm na direcao
proximal, alcancando a regido proximal do LSB, 7 cm distal do 0sso acessorio
carpico (Figura 3).

Figura 3 - Foto ilustrando a regido da entrada da agulha de biopsia no LSB

Fonte: RAMIREZ RAMOS, P. A. 2013

Legenda - a. entrada da agulha de biopsia, lateral aos tenddes flexores e palmar ao LSB. b.
Foto ilustrando o posicionamento do transdutor e a entrada da agulha de biopsia
no LSB

4.2.1.3 Infiltragdo com colagenase para inducdo da desmite do LSB

Todos os animais foram sedados com detomidina a 1%, na dose 0,015 mg/kg,
por via intravenosa (i.v.). Apos anestesia local por infiltracdo perineural, uma agulha
espinhal 18G x 9 cm, guiada por imagem ultrassonografica foi introduzida até chegar
no LSB parte proximal. A 7 cm distal do osso acessorio carpico foi aplicado 1ml (3,5
mg/ml-3,5 Ul) de solucéo de colagenase (C0130 Sigma-aldrich), sendo observado
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na imagem ultrassonografica aumento da ecogenicidade entre as fibras do
ligamento, confirmando o produto no local (Figura 4). O método para inducdo da
desmite do LSB proximal foi modificado do modelo utilizado por DALHGREN,
MOHAMMED, NIXON, (2005; 2006).

Figura 4 — Foto da imagem ultrassonografica da entrada da agulha no LSB

"D 4o xv
PRC 11-3-H PRS 4
PST 4 wo-

Fonte: RAMIREZ RAMOS, P. A. 2013

Legenda - a. Foto da imagem ultrassonogréfica ilustrando a entrada da agulha (seta) no LSB, regidoproximal,
iniciando o depésito de colagenase no local (cabecga de seta), a linha hiperecoica que mostra a
fase palmar do osso Ill MTC (estrela). b. Foto ilustrando a imagem ultrassonogréfica, apés o
deposito de colagenase no LSB (cabeca de seta). Nota-se o material hiperecoico

4.2.1.4 Protocolo para obtencdo do PRP

Apds puncao da veia jugular externa, de cada animal, foram colhidos 27 ml de
sangue, em seis tubos de vidro com capacidade para 4,5ml, contendo
anticoagulante citrato de sodio a 3,8%. As amostras de sangue foram
homogeneizadas. Um dos tubos foi reservado para realizar o hemograma. Os outros
cinco tubos foram centrifugados durante 10 minutos a 120G e temperatura de 20°C.
Depois, em camara de fluxo laminar, o plasma de cada tubo foi transferido para um
tubo falcon de 15 ml sem anticoagulante, procedendo a segunda centrifugacéo por

10 minutos a 400G a temperatura de 20°C. Apos, foi descartado 80% do volume,
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sendo a fracdo remanescente denominada PRP, deixada em repouso para evitar a
agregacdo plaquetaria a temperatura ambiente por uma hora. Em seguida,
procedeu-se a uma homogeneizacdo suave e constante realizada por um
homogeneizador para tubos até o momento da aplicacdo. Deste tubo contendo o
PRP foi extraida uma aliquota de 0,5 ml para contagem manual da concentracdo de
plaquetas.

4.2.1.5 Aplicagao do PRP

Trés semanas apos a inducado da desmite, 1 ml de PRP, contendo uma
concentracdo de plaquetas acima de 300.000 células/ml (BOSWELL et al., 2012) foi
injetado na lesdo. A injec¢édo foi feita através de uma agulha introduzida com o auxilio
de imagens ultrassonograficas com o0 objetivo de assegurar 0 correto
posicionamento da agulha. Apds o procedimento, o local da infiltracdo foi coberto

com uma bandagem protetora por quatro dias.

4.2.1.6  Protocolo do uso do LASER terapéutico de baixa intensidade

Duas semanas ap6s a inducdo da desmite e uma semana antes do
tratamento com o PRP os animais do G3 iniciaram o tratamento com LASER. Foi
utilizado aparelho de baixa intensidade, do tipo diodo semicondutor Ga-Al-As
(904nm), densidade de energia 2J/cm2, poténcia 500 mW, comprimento de onda
904 nm, area do feixe de 1,04 cm2, com 0 seguinte protocolo: as duas primeiras
semanas foi feita uma aplicacdo a cada 48 horas e, a partir da terceira semana foi
feita uma aplicacdo semanalmente até a oitava semana. Para a aplicacdo o
aparelho era posicionado perpendicular a pele, em trés pontos diferentes, um ponto
palmar, um lateral e um medial com respeito a area de lesdo no LSB proximal, 7 cm

distal ao 0sso acessorio cérpico.
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4.3 AVALIACAO CLINICA

O exame fisico foi feito uma vez por semana, desde imediatamente antes da
inducdo da desmite e até o dia da biopsia. Com a inspec¢éo visual e por palpacao foi
possivel determinar o aumento de volume e a presenca de edema na area lesada
(tumor), a presenca de calor (calor) e a resposta do animal a pressao sobre o LSB
na regido proximal (dor). A presséao digital foi aplicada com o polegar sobre regiao
palmar do membro apds deslocar com o polegar os tenddes flexores em direcédo
medial. Para a detecc¢ao da claudicacéo, os animais foram inspecionados enquanto
moviam-se ao trote em linha reta, sobre piso duro. Utilizaram-se escalas de graus
para as variaveis dor a palpacdo, aumento da temperatura, aumento de volume
(Quadro 2) e claudicacdo (Quadro 3). Com uma fita métrica foi mensurado a

circunferéncia da regido proximal da canela onde a desmite havia sido induzida.

Quadro 2 - Escala utilizada para a avaliacdo do grau de dor, aumento de
temperatura e aumento de volume na area de inducdo da

desmite
ESCORE DESCRICAO
0 Normal
1 Leve
2 Moderada
3 Grave

Quadro 3 — Escores utilizados para avaliacdo da presenca ou
nao de claudicacdo do membro

ESCORE

DESCRICAO

Sem claudicacao

Claudicacao
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4.4 AVALIACAO DE CLAUDICACAO COM O USO DE SISTEMA DE SENSORES
INERCIAS SEM FIO (LAMENESS LOCATOR®)

O exame de claudicagdo com o uso do Lameness Locator® (LL) foi feito a
cada semana, tendo inicio antes da inducdo da desmite e terminando no dia da

biopsia.

De acordo com as recomendac¢des do fabricante, o sensor da cabeca foi
fixado na linha mediana dorsal sobre a crista nucal, o sensor pélvico foi fixado na
linha mediana dorsal sobre as tuberosidades sacrais, e o terceiro sensor foi fixado
no dorso da quartela do membro toracico direito (Figura 5). O exame foi realizado
trotando o animal conduzido pelo cabresto, em linha reta por aproximadamente 35

m, sobre piso plano de concreto.

Os dados foram analisados com o programa especifico do LL. Os seguintes
critérios foram utilizados para indicar a presenca de claudicacdo em um dos

membros toracicos (Figura 6):

1. Concentragdo das linhas num dos quadrantes do grafico dos membros toracicos.
2. Valor de A1/A2 para um dos membros toracicos acima de 0.5.

3. Valor absoluto da média de maxdiff e, ou mindiff —acima de 6 mm.

4. Quando os valores absolutos das médias de maxdiff e, ou mindiff estiverem
acima de 6 mm, o(s) desvio padrdo (6es) deve(m) ser menor(es) do que a(s)
respectiva(s) média(s).

Cumprimento dos quatro parametros eram um forte indicador de
claudicagdo, consistente com claudicacao primaria ou compensatéria segundo a
interpretacdo. Cumprimento de dois ou trés parametros era associado a
evidéncia fraca de assimetria. Cumprimento de um dos dados era considerado
como um aumento na variabilidade dos dados fazendo a determinacdo da

claudicagéao inconsistente.
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Figura 5 - Local de colocacéo dos sensores inerciais sem fio do equipamento Lameness Locator®

Fonte: RAMIREZ RAMOS, P. A. 2013

Legenda - a.Foto ilustrando a localizacdo dos sensores de cabeca e dorso. b. Foto ilustrando a
localizacdo do sensor do membro toracico direito

Figura 6 - Imagem ilustrando a folha de resultados apés cada avaliacéo

|

—— LAMENESS LOCATOR™ —  Analysis Report

| ® E@uINOSIS
Case #: Data from:  9/4/2012 at 3:24 PM
Horse: Britney Owner: Paula, Ana Guiomar
Trial: Baseline (straight) Block:
Limb: Surface:

Analysis was performed with default application seitings

Stride Rate (front/hind): 1.538/1.538 Strides Evaluated (front’hind): 19/19
Front Limb Evaluation Hind Limb Evaluation
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DIFFMAX Number of Strides Number of Strides
At1/A2: LF: 0.9998 Al/A2: LH: 0.0447
Threshold = 0.50 RF: 0.0619 Threshold =0.17 RH: 0.1414
Head Diff. (mean/s.d.): Max: -28.714/8.083 Pelvis Diff. (mean/sd): Max: 1.762/2.504
Threshold = +6mm Min: -13.059/8.778 Threshold = £3mm Min: 1.45/4.088
Lame Left/Right Front Strides: 18/1 Lame Left/Right Hind Strides: 5/14

Evaluator Notes (before and/or after data collection)

04/09/12 4a Semana

Generated with Lameness Locator™ 2011 by Equinasis™ 9/4/2012 at 3:24 PM
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4.5 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

O exame ultrassonografico foi realizado imediatamente antes da inducdo da
desmite e a cada semana, ap0s a injecdo de colagenase, até o término do
experimento. Foi utilizado um equipamento veterinario (ESAOTE MyLab 30 VET)
com transdutor linear com frequéncia de 7,5 a 10 MHz. Visando maximizar a
qualidade das imagens ultrassonograficas do LSB foi utilizado um afastador de
silicone entre a pele e o transdutor. Durante 0 exame ultrassonografico, os animais
foram mantidos em tronco de contencdo. Foram obtidas imagens ultrasonograficas
padrdo bidimensionais em planos transversais e longitudinais do ligamento. As
variaveis subjetivas para a interpretacdo das imagens ultrasonograficas foram
alinhamento das fibras na direcdo longitudinal e ecogenicidade na direcao
transversal, sendo esta tanto do ligamento como da leséo. Para estas caracteristicas
foram atribuidos escores, com a finalidade de medir a evolucdo da area lesada.
Assim nas imagens longitudinais foi determinado o grau de perda do alinhamento
das fibras (Quadro 4). Nas imagens transversais foi avaliado o grau de
ecogenicidade do ligamento e da lesdo (Quadro 5). Além destas caracteristicas foi
feita a medida da area transversal do ligamento e da lesdo, e percentual da area

lesada.

Quadro 4 - Escore de avaliagdo do alinhamento das fibras de colageno da area de
lesdo do LSB em imagem longitudinal (RANTANEN et al., 2011)

ESCORE | DESCRIGCAO DO ALINHAMENTO

0 = 75% de paralelismo
1 50-75% de paralelismo
2 25-50% de paralelismo

3 < de 25% de paralelismo
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Quadro 5 - Escore de avaliagdo da ecogenicidade das fibras do tecido da lesdo e do
LSB nas imagens transversais (RANTANEN et al., 2011)

ESCORE | DESCRICAO DA ECOGENICIDADE
0 isoecogénico
1 = 75% do tecido com ecogenicidade
2 50% ecogénico,50% anecogénico
3 < 25% ecogénico

4.6 PROCEDIMENTO DE BIOPSIA PARA OBTENCAO DAS AMOSTRAS

A colheita do fragmento da lesdo produzida no LSB foi feita apds oito
semanas da infiltracdo com colagenase. ApOs sedacdo e anestesia perineural dos
animais, as amostras foram obtidas com agulha para biopsia de 18G x 15 cm de
comprimento e instrumento automatico de biopsia Pro-MagTM Ultra. O procedimento
foi guiado por imagens ultrassonograficas em tempo real para assegurar o

posicionamento correto da agulha de biopsia.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Na comparacdo das variaveis quantitativas entre os trés grupos, foram
aplicados teste paramétrico e ndo paramétrico, conforme a distribuicdo da variavel
desfecho. O teste paramétrico aplicado foi o Teste F (ou ANOVA). Esse teste avalia
a comparacao entre 0os grupos através da média e é possivel sua aplicacdo quando
a suposicao de normalidade esta satisfeita. Quando a suposi¢cédo de normalidade ndo
esteve satisfeita foi aplicado o teste ndo paramétrico Kruskall Wallis; esse teste

avalia a comparacdo entre os grupos através da mediana. Para a verificacdo da
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normalidade foi utilizado o teste de Shapiro Wilk, conveniente quando a amostra é

considerada pequena (n<30).

Para a aplicagdo desses testes paramétricos (ANOVA) e ndo paramétricos
(Kruskall Wallis) foi feita uma alteracdo nas variaveis pesquisadas e que estavam
sendo avaliadas, ou seja, foram transformadas em uma unica variavel de cada. Essa
alteracdo se deu, pois eram nove medidas para cada variavel estudada, que
corresponderam aos diferentes momentos de observacao, desde o inicio (semana 0)

e depois mais 8 semanas sequencialmente.
Variaveis Quantitativas:

O teste paramétrico foi aplicado nas seguintes variaveis:

Volume
* Dor
» Perimetro
* Ecogenicidade do LSB
» Ecogenicidade da leséo
+ AreadoLSB
+ Area dalesdo
* Porcentagem

O teste ndo paramétrico foi aplicado nas seguintes variaveis:
* Presenca de calor
* Alinhamento da leséo

Para analise nos diferentes momentos de observacdo foram utilizados
modelos lineares generalizados (MLG) com medidas repetidas, por se tratar de

comparacoes avaliadas durante as semanas.
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Para avaliacdo das variaveis qualitativas entre os trés grupos foi utilizado o

teste exato de fisher.
Variavel Qualitativa:
* Presenca de claudicacao

* Andlise cinematica do trote
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO CLINICA

A infiltracdo com solucdo de colagenase nos membros toracicos teve como
consequéncias alteracdes clinicas, indicadoras de inflamag&o, como aumento de
volume, aumento de sensibilidade e elevacao de temperatura no local da lesédo em
todos os animais; além disso, alguns animais apresentaram alteragdes no
andamento evidenciados como claudicacao. A avaliacdo dos sinais da inflamacéo foi

realizada nos grupos G1, G2 e G3 a cada semana e durante todo o experimento.

5.1.1 Avaliacdo do aumento de volume

Com a inspecdao visual e por palpacao foi possivel determinar o aumento de
volume e presenca de edema na area lesada (Figura 7), (Tabela 1). A analise
estatistica apontou que na comparacdo entre 0s grupos houve significancia
estatistica (p=0,003), ou seja, notou-se descritivamente, que o G3 apresentou a
maior média (1,31), entre os trés grupos, seguido pelos G2 (1,07) e G1 (0,63)
(Apéndice A) (Figura 8), e quando aplicado o teste de comparacdes multiplas (teste

Bonferroni) mostrou que o G3 somente foi diferente do G1 (p=0,002).

A figura 9 apresenta a evolucdo da variavel durante as nove semanas
(semana zero a semana oito). O teste estatistico apresentou significancia durante a
evolugdo das semanas, ou seja, apresentou diminuicdo dos escores conforme a

evolucdo das semanas (P<0,001)



72

Figura 7 - Foto ilustrando o aumento de volume na area de leséo

Fonte: RAMIREZ RAMOS, P. A. 2013
Legenda - Lesdo (grau 2) no terco proximal da canela

(seta) do cavalo N°14 na terceira semana poés-
leséo

Tabela 1 - Escore da avaliacdo do aumento de volume da regido proximal do LSB dos membros
toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sdo Paulo — 2012/2013
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Tabela 1 - Escore da avaliacdo do aumento de volume da regido proximal do LSB dos membros
toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sdo Paulo — 2012/2013

(concluséo)

16 0 3 2 2 2 1 0 0 0

17 0 3 3 2 1 1 1 0 0

G3 18 0 3 3 2 2 1 0 1 1
19 0 3 2 2 1 1 0 0 0

20 0 3 3 3 2 2 1 0 0

21 0 3 3 3 2 2 1 0 0

MEDIANA 0 3 3 2 2 1 0,5 0 0

Figura 8 - Box-plot da variavel aumento de volume da regido proximal do LSB dos membros
toracicos, nos diferentes grupos (G1, G2 e G3)
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Figura 9 - Evolucéo da variavel aumento de volume da regido proximal do LSB
durante as nove semanas de experimento nos diferentes grupos

(G1, G2 e G3)
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5.1.2 Avaliacdo do aumento de temperatura

Por palpacéo foi possivel determinar o aumento de temperatura no local de

lesdo (Tabela 2). Na comparacdo das medianas, o teste ndo paramétrico, apontou

nao haver diferenca significante entre os grupos (P>0,05) (Apéndice B).

A figura 10 apresenta a evolucdo da variavel durante as nove semanas

(semana zero a semana oito). O teste estatistico apresentou para os trés grupos

diferenca significativa durante a evolucado das semanas, ou seja, mostrou diminui¢cao

dos escores conforme a evolugdo da semana (P<0,001).
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Tabela 2 - Escore da avaliacdo do aumento de temperatura da regido proximal do LSB dos membros
toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sao Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS SEMANAS
o 1 2 3 4 5 6 7 8
1 o 3 0 1 0 0 0 0 o0
2 o 3 0 0 2 0 0 0 o0
a1 3 o 3 1 0 0 0 0 0 o0
4 o 3 1 0 0 0 0 0 o0
5 o 3 0 0 0 0 0 0 o0
6 o 3 2 0 0 0 0 0 o0
MEDANA 0 3 05 0 0 0 0 0 0
7 o 3 0 0 0 0 0 0 o0
8 o 3 0 0 1 0 0 0 o0
9 o 3 0 0 0 0 0 0 o0
G2
10 o 3 2 1 0 0 0 0 o0
11 o 3 2 1 0 1 0 0 o0
12 o 3 3 1 0 0 0 0 o0
MEDANA 0 3 1 05 0 0 0 0 O
13 o 3 0 0 0 0 o0 o0 o0
14 o 3 0 0 0 0 0 0 o0
15 o 3 2 0 0 0 0 0 o0
G3 16 o 3 1 0 0 0 0 0 0
17 o 3 2 1 0 0 0 0 o0
18 o 3 1 0 0 0 0 0 o0
MEDANA 0 3 1 0 0 0 0 0 0

Figura 10 - Evolucao da variavel aumento de temperatura da regiao proximal do LSB dos membros
toracicos, nos diferentes grupos (G1, G2 e G3) durante as nove

experimento
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5.1.3 Avaliacdo da evidencia de dor

Por palpacao foi possivel determinar a presenca de dor no local de leséo
(Tabela 3). O teste ndo apresentou diferenca significativa na comparacao entre
grupos (P>0,05) (Apéndice A).

A figura 11 apresenta a evolucdo da variavel dor durante as nove semanas
(semana zero a semana oito). O teste estatistico mostrou diferenca significativa para
0s trés grupos durante a evolugdo das semanas, ou seja, apresentou diminuicdo dos

escores conforme a evolugéo da semana (P<0,001).

Tabela 3 - Escore da avaliacdo da evidéncia de dor na regido proximal do LSB dos membros
toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sao Paulo —2012/2013

GRUPO ANIMAIS SEMANAS
0 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 3 2 1 3 1 3 0 1
2 0 3 2 0 1 0 1 1 1
Gl 3 0 3 2 0 0 0 1 0 0
4 0 3 1 0 0 1 0 0 0
5 0 3 0 0 0 1 0 0 0
6 0 2 3 2 2 2 0 1 0
MEDIANA 0 3 2 0O 05 1 05 O 0
7 0 3 1 1 1 0 1 0 0
8 0 3 2 0 1 0 0 0 0
a2 9 0 2 2 1 3 2 1 0 0
10 0 3 3 2 2 2 1 1 0
11 0 3 3 3 3 2 1 1 0
12 0 3 3 3 3 1 1 1 0
MEDIANA 0 3 25 15 25 15 1 05 O
13 0 3 3 2 2 2 1 0 0
14 0 3 2 2 2 1 1 1 0
a3 15 0 3 3 2 2 1 0 0 0
16 0 3 3 3 2 1 0 0 0
17 0 3 3 3 3 1 1 0 0
18 0 3 3 3 2 2 1 0 0
MEDIANA 0 3 3 25 2 1 1 0 0




77

Figura 11 - Evolucéo da variavel evidencia de dor da regiao proximal do LSB dos
membros toracicos, nos diferentes grupos (G1, G2 e G3) durante as
nove semanas de experimento
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5.1.4 Avaliacdo do perimetro da circunferéncia

Com ajuda de fita métrica foi mensurado o perimetro da circunferéncia da
regido proximal do LSB (Tabela 4). Contudo, a andlise estatistica hdo demonstrou
diferencas entre os grupos (P>0,05) (Apéndice A) e, ndo apresentou significancia

estatistica durante a evolucdo das semanas (p=0,105).
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Tabela 4 - Medidas do perimetro da circunferéncia da regido proximal da canela (cm),
correspondendo a area proximal do LSB, nos diferentes grupos e durante todo o
experimento — Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO  ANIMAIS SEMANAS
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1 184 19,4 194 193 193 20,2 20,4 20,0 21,0
2 18,7 18,5 181 185 185 184 184 18,6 183
G1 3 179 179 18,0 184 18,2 18,6 19,0 18,7 18,1
4 210 21,3 204 20,1 20,5 205 209 22,3 205
5 20,0 20,0 19,6 194 20,2 20,1 20,0 20,2 20,3
6 18,4 18,7 195 190 18,5 188 19,1 19,5 19,0
MEDIA 191 193 192 19,1 192 194 196 199 195
DP 12 12 09 06 10 09 10 14 12
7 185 19,6 18,8 19,2 186 184 190 17,8 18,2
8 20,1 194 19,7 20,3 184 20,1 19,5 199 19,7
G2 9 20,0 188 20,1 2055 19,0 20,0 20,2 20,5 19,8
10 17,4 17,4 180 17,7 175 174 174 17,2 1772
11 17,6 18,5 189 176 175 178 17,5
12 185 184 18,3 188 179 19,2 183 183 18,0
MEDIA 189 185 189 193 184 188 187 186 184
DP 12 09 08 11 06 12 11 13 11
13 19,2 19,2
14 18,2 18,2
a3 15 165 176 178 179 176 174 174 173 17,4
16 17,8 179 175 178 176 179 180 175

17 18,0 20,1 185 18,6 19,0 182 184 189 185
18 18,9 19,8 188 194 18,8 19,0 193 194 193
MEDIA 17,8 19,2 183 184 183 18,1 182 185 184
DP 10 14 05 08 07 07 07 08 09

5.1.5 Avaliacéo de claudicacéo

Com o trote do animal em linha reta foi possivel observar a presenca ou néao
de claudicacéo. Foi determinado auséncia(0) ou presenca (1) de claudicacéo
(Tabela 5). O teste nao apresentou diferenca significativa entre 0os grupos
(p=0,947), e ndo apresentou significaAncia estatistica durante a evolugdo das

semanas, ou seja, (p=0,095).
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Tabela 5 - Presenca de claudicagdo no membro toracico lesado, nos diferentes grupos e durante
todo o experimento, sendo 0 sem claudicagcdo e 1 com claudicacdo S&o Paulo —

2012/2013
GRUPO ANIMAIS SEMANAS

0 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0 0 0 0

G1
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 1 0 0 0 0
6 0 1 1 1 1 1 1 1 0
MEDIANA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 1 0 0 1 0 1 1 1
8 0 0 0 0 0 0 0 1 1
a2 9 0 0 1 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MEDIANA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a3 15 0 0 0 0 1 0 1 1 0
16 0 1 1 1 1 1 1 1 1
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MEDIANA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5.2 AVALIACAO CINEMATICA DO TROTE

Os animais foram avaliados em linha reta, com o uso do LL determinando o
membro toracico com claudicacdo durante todas as semanas (Apéndices C-K). A
andlise estatistica demonstrou haver uma relacdo entre 0 membro com desmite no
LS e o contralateral, nas semanas 1, 4 e 5 (P<0.05), indicando que a claudicacdo do
membro contralateral interferiu na deteccéo de claudicacdo do membro com desmite
(Tabela 6).
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Tabela 6 — Porcentagem de animais que apresentaram claudicacao na avaliagdo cinematica ao trote—
Sé&o Paulo —2012/2013

PORCENTAGEM POSITIVO A CLAUDICACAO COM O LL

SEMANA Membro toracico com desmite Membro torécico
do LSB contralateral

0 6,2 25

1 14,3, 78,64,
2 18,8 438
3 6,2 43,8
4 16,7, 66,7,
> 16,7, 55,6,
6 37,5 31,2
7 31,2 25

8 18,8 31,2

5.3 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

5.3.1 Avaliagéo da ecogenicidade do LSB

As avaliagbes da ecogenicidade da parte proximal do LSB, foram feitas
através das imagens transversais e longitudinais (Tabela 7). O teste estatistico ndo

apresentou diferenca significativa na comparacdo entre grupos (P>0,05) (Apéndice
A).

A figura 12 apresenta a evolucdo da variavel durante as nove semanas
(semana zero a semana oito). Para o G3 o teste estatistico apresentou diferenca
significativa durante a evolugcdo das semanas, ou seja, mostrou diminuicdo dos
escores a partir da sexta semana (P<0,001).
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Tabela 7 - Escore da avaliagao da ecogenicidade do LSB na regido proximal dos membros toréacicos,
nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO  ANIMAIS SEMANAS
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1 0 1 1 1 1 1 1 1 1

2 0 1 1 1 1 1 1 1 1

Gl 3 0 1 1 1 1 2 2 2 2
4 0 1 1 2 2 1 1 1 1

5 0 2 2 2 2 2 2 2 1

6 0 1 1 1 1 1 1 1 1

MEDIANA O 1 1 1 1 1 1 1 1

7 0 2 2 2 2 2 2 2 2

8 0 2 2 2 2 1 1 1 1

G2 9 0 1 1 1 1 1 1 1 1
10 0 2 2 2 1 1 1 1 1

11 0 2 2 2 2 2 2 2 2

12 0 1 1 2 2 2 2 1 1

MEDIANA O 2 2 2 2 15 15 1 1

13 0 1 1 2 2 1 1 1

14 0 1 1 1 1 1 1 1

G3 15 0 1 1 1 1 1 1 1 1
16 0 1 2 2 2 2 2 1 1

17 0 3 3 3 3 3 2 2 2

18 0 1 1 1 1 1 0 0 0

MEDIANA O 1 1 1 15 15 1 1 1

Figura 12 - Evolucao da variavel da ecogenicidade do LSB durante as nove
semanas de experimento nos diferentes grupos (G1, G2 e G3)
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5.3.2 Avaliacdo do alinhamento da leséo

As avaliacdes do grau de alinhamento das fibras de colageno dentro da area
de leséo na regido proximal do LSB, foram feitas através das imagens longitudinais
(Figura 13) (Tabela 8). Na comparacdo das medianas, 0 teste ndo paramétrico,

apontou nao haver diferenca significante entre os grupos (P>0,05) (Apéndice B).

A figura 14 apresenta a evolucdo da variavel durante as nove semanas
(semana 0 a semana 8). Para o G3 o teste estatistico mostrou diferenca estatistica
durante a evolucdo das semanas, ou seja, apresentou diminuicdo dos escores a

partir da sexta semana (P<0,001).

Tabela 8 - Escore da avaliacdo do alinhamento da lesdo na regido proximal do LSB dos
membros toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sao
Paulo — 2012/2013

GRUPO  ANIMAIS SEMANAS
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1 0 1 1 2 2 2 2 2 2
2 0 0 3 3 3 3 3 3 3
3 0 1 2 2 2 2 2 2 2
G1
4 0 2 3 3 3 2 2 2 2
5 0 3 3 3 3 3 3 3 3
6 0 2 2 2 2 2 2 2 2
MEDIANA 0 15 25 25 25 2 2 2 2
7 0 3 3 3 3 3 3 3 3
8 0 3 3 3 3 3 3 3 3
9 0 2 2 2 2 2 2 2 2
G2
10 0 3 3 3 3 3 3 3 3
11 0 2 2 2 2 2 2 2 2
12 0 2 2 3 3 3 3 3 3
MEDIANA 0 25 25 3 3 3 3 3 3
13 0 1 1 1 2 2 2 2
14 0 2 2 2 2 2 2 2
15 0 3 3 3 3 3 2 2 2
G3
16 0 3 3 3 3 3 3 2 2
17 0 3 3 3 3 3 3 3 3
18 0 3 3 3 3 3 2 2 2
MEDIANA O 3 3 3 3 3 2 2 2
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Figura 13 - Imagens longitudinais do LSB na regido proximal do cavalo N°17, mostrando em
sequéncia as nove semanas de avaliacdo, desde o exame inicial (semana 0) até 8°
semana pos-leséo
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Figura 14 - Evolucdo da variavel alinhamento da lesdo no LSB dos membros
toracicos durante as nove semanas de experimento nos diferentes
grupos (G1, G2 e G3)
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5.3.3 Avaliacéo da ecogenicidade da leséo

As avaliacdes do grau de ecogenicidade da area de lesdo na parte proximal
do LSB, foram feitas através das imagens transversais e longitudinais (Tabela 9).
Contudo a andlise estatistica ndo demonstrou diferencas entre os grupos. Apesar do
teste ndo ter apresentado diferenca significativa entre os grupos (p=0,367),
apresentou significancia estatistica durante a evolucdo das semanas, ou seja,

apresentou um decréscimo do escore (P<0,001) nos trés grupo
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Tabela 9 - Escore da avaliagdo da ecogenicidade da lesédo na regido proximal do LSB dos membros
toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sdo Paulo — 2012/2013
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Figura 15 - Evolucéo da variavel ecogenicidade da lesdo na regido proximal do LSB
dos membros toracicos, durante as nove semanas de experimento nos
diferentes grupos
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5.3.4 Avaliacdo da area do LSB no corte transversal

As avaliacbes da area do LSB no corte transversal na parte préximal, foram
feitas através das imagens transversais (Figura 16), mensuradas a cada semana e
durante todo o experimento (Tabela 10). A analise estatistica apontou que na
comparacao entre os grupos houve significancia estatistica (p=0,015) (Apéndice A).
Descritivamente o grupo G3 (154,40) apresentou a maior média (157,40) entre os
trés grupos, seguido por grupo G1 (131,35) e G2 (128,72) (Figura 17). Pelo teste de
comparacdes multiplas (Bonferroni), G2 e G3 sado estatisticamente diferentes
(p=0,025). Pelo teste MLG, o G3 apresentou diminuicdo dos escores a partir da

guinta semana P<0,001).

5.3.5 Avaliacdo da area da lesdo no corte transvers al

As avaliacbes da area de lesé@o no corte transversal na parte proximal do LSB,
foram feitas através das imagens transversais (Figura 16), mensuradas a cada
semana e durante todo o experimento (Tabela 11). A analise estatistica apontou que
na comparacao entre os grupos houve significancia estatistica (p=0,008) (apéndice
A). Descritivamente a maior média foi no G3 (32,88), entre os trés grupos, seguido
pelos G2 (21,98) e G1 (18,98) (figura 18). Pelo teste de comparagBes mdultiplas
(Bonferroni) G3 foi estatisticamente diferente do G1 (p=0,010). O G3 mostrou
diminuicdo das meédias da area de lesdo conforme a evolugcdo das semanas
(P<0,001).
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Figura 16 - Imagens transversais do LSB na area proximal do cavalo N°16, mostrando em sequéncia
as 9 semanas de mensuracgédo da area transversal do ligamento e da area transversal da
lesdo, desde o exame inicial na semana 0 até a 8 semana pos-lesédo
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Tabela 10 - Area do ligamento (mmz) mensurada no corte transversal na regido proximal do LSB dos
membros toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — S&do Paulo —

2012/2013
GRUPO ANIMAIS SEMANAS
0 1 2 3 4 5 6 7 8
120 123 144 143 146 145 144 139 132
112 121 121 123 119 118 118 112 123
G1 137 174 183 173 168 165 159 159 158

97 115 107 116 122 128 125 110 107
108 134 136 136 146 136 134 137 146
115 116 122 128 111 122 123 120 117
MEDIA 114,8 130,5 1355 136,5 135,3 135,7 133,8 129,5 130,5
DP 133 224 266 202 216 174 154 189 189

U1, WNBE

7 107 133 127 126 116 111 121 124 120

8 125 139 143 145 153 148 132 139 128

G2 9 100 126 126 125 118 118 114 103 106
10 121 134 134 135 132 136 129 124 126

11 115 121 174 170 158 147 132 152 149

12 99 121 122 115 123 133 128 123 125

MEDIA 111,2 129,0 137,7 136,0 133,3 132,2 126,0 127,5 125,7

DP 109 75 193 195 181 151 71 16,6 139

13 152 172 171 167 178 172 149

14 177 196 196 161 163 168 167

G3 15 126 142 145 144 141 140 141 126 122

16 136 177 175 175 180 172 152 153 156
17 146 193 213 201 220 193 182 170 166
18 126 157 161 176 170 162 161 157 155
MEDIA 133,5 167,3 170,5 177,3 179,7 1658 162,8 157,7 152,5
DP 96 224 243 203 26,7 17,2 155 17,3 16,5

Figura 17 — Box-plot da variavel area do ligamento (mm?) no corte transversal da regido proximal do
LSB dos membros toracicos, nos diferentes grupos (G1, G2 e G3)
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Tabela 11 — Area da lesdo (mm?2) mensurada no corte transversal na regido proximal do LSB dos

89

membros toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sao Paulo —

2012/2013
GRUPO  ANIMAIS SEMANAS
0 1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 25 20 24 29 27 22 25 23
2 0 9 12 11 14 11 11 14 15
G1 3 0 21 21 18 25 23 21 23 21
4 0 32 27 23 21 19 13 13 14
5 0 43 33 34 37 33 32 31 36
6 0 12 14 13 13 15 18 16 18
MEDIA 0,0 23,7 21,2 205 232 21,3 1955 203 21,2
DP o 127 79 84 92 80 75 71 80
7 0 22 18 20 21 20 22 21 20
8 0 27 28 32 35 36 31 18 19
G2 9 0 10 18 16 16 16 16 14 15
10 0 27 32 34 33 31 24 22 20
11 0 22 30 42 39 36 33 29 33
12 0 22 23 26 26 24 23 22 23
MEDIA 0,0 21,7 248 283 283 27,2 248 210 21,7
DP 0 62 61 96 88 84 62 50 61
13 0 34 42 37 36 33 30 32
14 0 40 29 43 31 30 35 31
G3 15 0 37 31 28 29 31 30 24 18
16 0 26 38 30 38 32 30 23 23
17 0 56 40 44 44 46 41 41 46
18 0 50 52 56 65 55 52 42 34
MEDIA 0,0 423 392 382 427 385 360 325 30,7
DP 0O 1834 72 111 122 99 89 82 97

Figura 18 — Box-plot da variavel area da lesao no corte transversal (mm2) da regiédo
proximal do LSB dos membros toracicos, nos diferentes grupos (G1,G2
e G3)

Intervalo de 95% confianga - Area da Lesdo

50—

40+

30

20—

Gl
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5.3.6 Porcentagem da area de lesédo do LSB

Os valores da porcentagem da area de lesdo no corte transversal na parte
préximal do LSB, foram fornecidos pelo software do ultrassom a cada semana e
durante todo o experimento (Tabela 12). O teste ndo apresentou diferenca

significativa na comparacéao entre grupos (P>0,05) (Apéndice A).

A figura 19 apresenta a evolugdo da varidvel durante as nove semanas
(semana zero a semana oito). O teste estatistico mostrou significancia durante a
evolucdo das semanas, ou seja, a porcentagem da area de lesdao do LSB
apresentou diminuicao discreta conforme a evolugcdo da semana (p<0,001). Notou-
se ue G3 teve as maiores médias

Tabela 12 — Porcentagem da area de lesdo (%) no corte transversal na regido proximal do LSB dos
membros toracicos, nos diferentes grupos e durante todo o experimento — Sao Paulo —

2012/2013
GRUPO ANIMAIS SEMANAS
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1 0 21 14 17 20 19 15 18 17

2 0 8 11 19 12 10 9 12 13

Gl 3 0 12 11 10 15 14 13 14 13
4 0 28 25 20 18 15 10 12 13

5 0 32 24 25 26 24 24 22 25

’6 0 10 11 10 12 12 14 13 15

MEDIA 0,0 185 16,0 16,8 17,2 157 142 152 16,0

DP 0 10,0 6,7 5,9 54 51 53 40 4,7

7 0 16 14 16 18 18 18 17 17

8 0 20 19 22 23 24 23 13 15

9 0 8 14 13 13 14 14 14 16

G2 10 0 20 24 25 25 23 19 18 16
11 0 18 17 25 21 24 25 19 22

12 0 18 19 22 21 18 18 18 18

MEDIA 0,0 16,7 17,8 205 20,2 20,2 195 165 173

DP 0 4,5 38 49 42 41 3,9 2,4 2,5

13 0 22 24 21 21 18 17 21

14 0 22 14 21 19 18 20 18

15 0 25 21 19 21 22 21 19 14

G3 16 0 15 22 17 21 19 20 15 15
17 0 29 19 22 20 24 23 24 28

18 0 32 32 31 38 34 32 26 22

MEDIA 0,0 253 230 212 237 232 220 202 19,7
DP 0 74 4,6 6,0 7,0 5,6 53 4,2 5,2
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Figura 19 - Porcentagem da area de lesdo (%) do LSB no corte transversal durante as
nove semanas de experimento nos diferentes grupos
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30
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25+
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5.4 CONCENTRACAO DE PLAQUETAS NA OBTENCAO DO PRP

Foram obtidos as médias e os desvio padr6es dos valores de plaquetas no
sangue inicial e ap6s concentracdo final (PRP) , como também o fator de

multiplicacéo da concentracéo de plaquetas (Tabela 13).

5.5. OBTENCAO DE AMOSTRAS POR MEIO DO PROCEDIMENTO DE BIOPSIA

Foram obtidas 18 amostras da regido proximal do LSB, por meio de agulha de
biopsia de cada membro toracico que foi submetido a demite induzida (G1,G2 e G3).
O tamanho dos fragmentos de tecido foi de 0,7 cm de comprimento x 0,5 cm de

largura aproximadamente
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Tabela 13 - Contagem de plaquetas no sangue total e no PRP, com o correspondente fator de
multiplicacdo - Sdo Paulo — 2012/2013

GRUP ANIMAL  INICIAL  FINAL CONCENTRACAO

7 166 577 3,5

8 193 595 31

9 151 561 3,7

G2 10 231 833 3,6
11 226 379 1,7

12 210 384 1.8

MEDIA 196,2 554.,8 2,9

DP 26,2 115,6 0,8

13 185 295 1,6

14 171 498 2,9

15 199 520 2,6

G3 16 192 455 2,4
17 138 373 2,7

18 213 530 2,5

MEDIA 183 445,2 2,4

DP 19 74,1 0,3
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6 DISCUSSAO

Devido a importancia clinica das lesbes da regido proximal do LSB em
equinos (CLEGG, 2011; 2012 ), foi proposto neste estudo avaliar a influéncia do
PRP, e deste hemoderivado em combinagcdo com o LASER terapéutico sobre o
comportamento clinico e a evolugado ultrassonografica de lesbes induzidas no LBS.
O meétodo de inducéo de lesdo por infiltracdo de colagenase no tecido tendineo e
ligamentar € bem aceito na comunidade cientifica (LUl et al, 2011; SMITH,
McILWRAITH, 2012) pois induz, ainda que de forma aguda, os estados de
inflamacédo e de dano ao tecido, com as subsequentes etapas de reparacdo e
cicatrizacdo, permitindo assim a avaliacdo da eficacia de modalidades terapéuticas
(LUI et al, 2011; DALHGREN, MOHAMMED, NIXON, 2005; 2006). E necessério
lembrar, contudo, que a etiologia aceita para a desmite do LSB, per se, € a
acumulacdo insidiosa de dano estrutural resultante da incidéncia de forcas
excessivas e repetitivas (BOOTH, 2003; DYSON, 2007), cenario distinto daquele

inicialmente observado na lesdo quimicamente induzida.

Os resultados obtidos através de analise estatistica nos diferentes momentos
de observacdo (andlise MLG), associados as variaveis dos sinais da inflamacéo
aguda, que apareceram nos animais a partir da primeira semana apos a aplicacéo
da colagenase, confirmam a inducdo da desmite e foram similares aos encontrados
por DALHGREN, MOHAMMED, NIXON, (2005; 2006) no TFDS e, CAMINOTO et al.
(2005) no corpo do LSB.

No curso da desmite, o processo inflamatério e a posterior cicatrizacdo do
LSB podem ser descritos por quatro etapas sucessivas, de eventos anabdlicos e
catabdlicos que se sobrepdem. Observando estas etapas, decidiu-se aplicar o PRP
na terceira semana pos-lesédo, correspondendo a transicdo da primeira etapa -a de
inflamacédo- para a segunda, de proliferacdo-reparacdo (MOLLOY, WANG,
MURRELL, 2003; DAHLGREN, 2007; VOLETI, BUCKLEY, SOSLOWSKY, 2012).
Esta época foi considerada mais propicia para suplementacdo adicional de fatores
de crescimento e mediadores do metabolismo celular contidos no PRP, ou seja, no

momento de grande atividade dos fibroblastos na producdo de moléculas de
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reposicdo da MEC (DAHLGREN, 2007). Diferentemente, Maia et al., (2009),
aplicaram PRP 12 dias apés indugdo de lesdo no TFDS; também BOSCH et al.,
(2011), realizaram a aplicacdo de PRP mais precocemente, uma semana apos

inducao de lesdo, na tentativa de estimular angiogénese e vascularizacao.

Na comparacédo entre grupos, foi observado que escores para os parametros
clinicos, aumento de volume e dor a palpacdo se mantiveram elevados apds a
terceira semana nos grupos tratados (G2 e G3), mostrando um efeito inflamatério
leve e transitorio, secundario a intervencdo terapéutica ou secundario ao
procedimento de injecdo, inaparente no grupo G1. Vale ressaltar que o G1 foi grupo
controle, mas nado grupo placebo. Torricelli et al., (2011), relataram um achado
semelhante, observando uma inflamacéo leve e transitéria em dois cavalos, apés
aplicacdo do PRP associado a células tronco de medula 6ssea, no tratamento de
desmite do LSB e tendinite do TFDS. Outros autores ndo descreveram efeito algum
apos aplicacdo do PRP (ARGUELLES et al., 2008; WASELAU et al 2008; MAIA et
al., 2009; BOSCH et al., 2010). Ainda subjetivamente este aumento nos escores foi
maior na variavel presenca de dor, para o grupo PRP (G2), quando comparado com
0 PRP+LASER (G3), sugerindo que o uso do LASER, antecedendo a aplicacao
intralesional de PRP em desmites proximais do LSB, poderia minimizar reacdes pos-
intervencionais associadas a sua aplicagdo. Aceitando a proposta do efeito
analgésico do LASER observado por Labat et al., (2012) no trabalho experimental
em tendinite induzida em ratos, que mostrou como o uso do LLLT foi efetivo na
diminuicdo de substancias e expressao génica de proteinas associadas a inflamacao

e dor; esta é uma observacao valedoura para futuras investigagoes.

O uso do LASER terapéutico a partir da segunda semana foi baseado nos achados
de Reis, (2011), que em trabalho de metodologia semelhante, de inducdo de
tendinite do TFDS, o efeito da colagenase manteve-se por duas semanas apos a
aplicacdo. Esta observacdo néo foi mencionada nos outros estudos de inducéo de
lesdo usando colagenase (DALHGREN, MOHAMMED, NIXON, 2005; 2006; MIKAIL,
2008).

Devido a complexa anatomia e a heterogeneidade dos tecidos que compdem
o LSB na regido proximal, a técnica padrdo de avaliacdo ultrassonogréafica desta

estrutura, quando utilizada para avaliar ecogenicidade do LSB, é afetada por
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multiplos artefatos (WERPY, DENOIX, 2012). Esta dificuldade foi observada durante
este estudo onde a ecogenicidade do LSB ndo mostrou escores altos nem diferenga
estatistica entre os grupos. Por outro lado quando existe uma lesdo central,
anecoica e definida, a valorizacdo do grau de ecogenicidade da lesao torna-se mais
sensivel, sendo resultante da proliferacdo celular. Apesar de ndo haver diferenca
estatistica, para este estudo, descritivamente pode-se afirmar que esta variavel
apresentou melhora nos escores a partir da quinta semana nos grupos tratados
guando comparados com o controle. Esta observacéo se correlaciona com os efeitos
benéficos esperados do uso do PRP na cicatrizacdo dos tecidos tendineos ou
ligamentares, mostrados em estudos experimentais in vitro e in vivo (DALHGREN,
MOHAMMED, NIXON, 2005; Mc CARREL et al., 2009). Mesmo com metodologia
diferente e um sistema de avaliacédo ultrassonografico objetivo desenvolvido com um
software especial, Bosch et al., (2011) observaram melhora do tecido do TFDS a
partir da quinta semana no grupo tratado com PRP quando comparado com o

placebo.

A variavel grau de alinhamento da lesdo mostrou que nédo houve diferenca na
comparacao entre grupos, além do que os escores se mantiveram altos para os trés
grupos. Nao obstante para o G3 houve uma diminuicdo na mediana dos escores, a
partir da sexta semana. O alinhamento do tecido ligamentar esta associado a
disposicéo organizada das fibras de colageno e dos componentes da MEC dentro do
tecido, em um tecido em processo de cicatrizacdo, a recuperacdo do alinhamento do
colageno é a caracteristica da etapa de remodelacdo a qual pode ter inicio quatro a
oito semanas apOs lesdo, e se estender até por um ano (VOLETI, BUCKLEY,
SOSLOWSKY 2012). Isto permite sugerir que para avaliacdo desta variavel, oito
semanas nao sao suficientes para observar diferencas concluintes na comparacao

entre grupos.

A analise estatistica mostrou diferenca significativa na comparacao entre
grupos, para as variaveis area transversal do ligamento e area transversal da leséo,
sendo os valores mais altos para o G3. Estes valores estiveram influenciados por
fatores externos dificeis de controlar, como a introducdo de um frasco novo de
colagenase durante o experimento, que causou lesbes mais graves no G3. Logo, 0

valor da porcentagem da area de lesdo € uma medida mais adequada para usar
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como referéncia, porque faz a relagéo direta entre o tamanho do ligamento e da
lesdo, além de que é a variavel indicada para usar no acompanhamento da evolugéo
ultrassonografica de uma lesdo central no tecido (DYSON, 2000). A avaliacdo desta
variavel ndo mostrou diferenca na comparacdo entre grupos. Isto corrobora o
observado por Arguelles et al., (2008) no relato de serie de casos, onde utilizaram a
area transversal do tecido e da lesdo, e a porcentagem de lesdo junto com outros
parametros para avaliar evolucdo, ndo encontrando diferenca nestes resultados,

porém, 0s animais retornaram ao estado de performance anterior a leséo.

Devido a hipétese do sistema de sensores inerciais de individualizar o
membro claudicante, e ap0s analise matematica oferecer um resultado numérico do
grau de claudicagdo, para 0 membro acometido, 0s membros toracicos dos animais,
foram utilizados em dois experimentos simultaneos. Os resultados da avaliacao da
claudicacéo subjetiva e os dados da analise cinematica, foram inconsistentes e sem
diferenca significativa. Isto ocorreu pois o0 sistema de analise cinematica se faz por
meio da assimetria, detectada pelos sensores, dos valores resultantes dos
movimentos verticais de cabegca no momento do apoio dos membros torécicos
esquerdo e direito, (neste caso) para oferecer o resultado das diferencas apés
anaalise matematica (KEEGAN, BAXTER, 2011). Neste estudo foi evidenciado nos
resultados, como um membro toracico mascarou a presenca de claudicacdo no
outro, no trote em linha reta, alias, estes animais ndo foram submetidos a exame
clinico detalhado de claudicacdo. Outros estudos com metodologias diferentes,
utilizaram a claudicacédo como variavel de avaliacdo nos estudos com leséo bilateral,
embora os resultados das avaliagbes nao foram expostos como desfecho (MAIA et
al., 2009; BOSCH et al., 2010)

A pesar destes resultados considerou-se importante destacar que Smith,
Mcilwraith, (2012) no consenso sobre tendinite e desmite em equinos feito no
Simposio de Hameveyer em 2007, concluiram e sugeriram que as mensuracfes
cineméticas e cinéticas poderiam ser consideradas como variaveis de observacao
importantes, pois oferecem grande quantidade de informagé&o a respeito do membro
claudicante e a etapa dentro do passo com maior evidencia de dor. No entanto de
ser um metodo de avaliacdo que analisa assimetria, precisa de um especial cuidado
nos fatores externos que possam influenciar erradamente nos resultados; como o

tipo de superficie ou situacdes que alteraram a conduta dos animais avaliados.
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Visando a obtencdo de um dato objetivo na avaliacdo clinica, optou-se pela
mensuracdo do perimetro da circunferéncia na regido proximal da canela, usada
para observar o aumento de volume. Contudo, os resultados ndo foram concluintes,
e nao tiveram significancia. Isto ocorreu porque o local das lesdes teve variacdo em
alguns centimetros, assim as lesfes mais proximais tiveram interferéncia na medida
causada pelas cabecas dos ossos metacarpianos Il e IV. Até hoje ndo ha na
literatura cientifica trabalhos publicados de desmite induzida nesta regido do LSB,

que relataram uma observacao semelhante.

Com o objetivo de conseguir o comprimento de onda adequado do LLLT para
penetrar no LSB foram usados 904 nm, extrapolando o recomendado em humanos
pela WALT (MARINI et al. 2013 no prelo), até hoje ndo existem na literatura estudos

testando o comprimento de onda usado em estruturas profundas em equinos.

A respeito do uso do PRP, existem na literatura multiplos estudos mostrando
0 uso de diferentes produtos com caracteristicas variadas em relacdo aos métodos
de obtencédo, concentracdo de plaguetas, quantidade de leucdécitos presentes no
produto, quantidade de produto a ser aplicado, dose terapéutica, niumero de
aplicacbes, e ativacdo plaguetaria com substancias exégenas (FOSTER et al.,
2009; TAYLOR et al., 2011). Até hoje ndo ha um consenso, nem suficiente evidéncia
clinica para a validacdo de algum produto. De frente a esta complexa situacao,
optou-se pela escolha de um protocolo de obtencao do produto, que além de cumprir
com as caracteristicas atualmente consideradas terapéuticas, fosse um produto,
econdmico, de facil obtencao para ser adaptado no trabalho a campo. Assim, o PRP
usado neste estudo foi de facil obtencéo através de duas centrifugacdes, atingindo
uma concentracdo adequada de plaquetas (acima de 300.000 células/ml)
(BOSWELL et al.,2012), em beneficio de diminuir ao méximo a quantidade de
leucdcitos, considerados deletérios para o tecido (Mc CARREL et al., 2009, 2012), e

utilizando o minimo de sangue do animal.

! MARINIMARINI, I.; BARTOLUCCI, M.L; BORTOLOTTI, F.; INNOCENTI, G.; GATTO, M. R;
BONETTI, G. A. The effect of diode superpulsed low-level laser therapy on experimental orthodontic
pain caused by elastomeric separators: a randomized controlled clinical trial. Lasers in Medical
Science, Maio, 2013.
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Além de que com o intuito de diminuir as possiveis dificuldades no momento de
aplicacdo foi decidido ndo usar ativagdo com substancias exdgenas, evitando a
formacdo do coagulo antes da aplicacdo, assumindo a teoria que as plaquetas
seriam ativadas no momento que entrassem em contato com o colageno do tecido
(TEXTOR, 2011).

Até hoje ndo ha na literatura cientifica, estudos testando a associacdo do PRP
ao LASER no tratamento de lesdes ligamentares, ou até mesmo tendineas em

equinos.
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7 CONCLUSOES

Nas condicdes em que este experimento foi desenvolvido conclui-se que:

O uso de colagenase tipo | como método de inducdo de desmite, € eficiente

em reproduzir inflamacao aguda na regiao proximal do LSB.

A aplicagédo intralesional de PRP causou um efeito inflamatério leve e
transitorio no LSB dos animais tratados.

O PRP permitiu o processo de cicatrizacdo do LSB na regido proximal,
quando aplicado na terceira semana apdés lesé@o, no inicio da etapa de proliferacéo

celular.

A associacdo com o LASER terapéutico, teve uma acao analgésica adicional

no tecido.

O procedimento de biopsia para o LSB na regido proximal, resultou ser um

método eficaz, de dificuldade moderada.

O PRP utilizado foi um protocolo econémico de facil obtencdo, o que permite
a adaptacdo as condicbes de trabalho a campo, além de ter as concentracdes de
plaquetas consideradas hoje terapéuticas.

O uso da ultrassonografia como ferramenta de avaliagdo do LSB, resulto ser
eficiente, principalmente ao utilizar como varidveis de desfecho, a ecogenicidade da

leséo e a porcentagem da area de lesao.

Um maior tempo de observacdo € necessario para avaliar as caracteristicas
ultrassonograficas de alinhamento do colageno. Oito semanas nédo foram

concluintes.
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APENDICES

Apéndice A - Medidas descritivas e teste F ou ANOVA. n=18. (*) Teste ANOVA Significante p<0,05 —
Séao Paulo — 2012/2013

95% intervalo
de confianca
Desvio  Erro para media Minimo  Maximo
Padrdo padréo P
Lower Upper
Bound Bound

Media

Gl 063 0,17 007 045 081 0,33 0,78
Volume G2 1,07 040 016 066 1,49 056 1,44  0,003(*)
G3 131 024 010 1,07 156 1,00 1,56
G1 093 045 0,18 046 1,40 0,44 1,56
Dor G2 128 047 019 078 1,77 0,67 1,78 0,112
G3 141 013 005 1,27 155 1,22 1,56
Gl 19,37 0,98 040 18,34 20,40 18,31 20,83
Perimetro G2 1867 09 039 17,67 19,67 17,47 19,88 0,194
G3 1841 0,74 030 17,63 19,19 17,43 19,20
Gl 1,13 0,32 0,13 080 1,46 0,89 1,67
G2 1,39 034 014 103 1,75 0,89 1,78 0,602
G3 1,20 063 026 055 1,86 0,556 2,33
G1 193 036 015 155 2,31 1,33 2,22
G2 191 033 014 156 226 1,33 2,22 0,931
G3 1,98 040 016 157 2,40 1,38 2,44
Gl  131,3 1854 7,57 111,8 150,8 114,11 164,00
Area do LSB G2 1287 12,13 495 1159 1414 11511 146,44 0,015(*)
G3 1574 1753 7,16 1390 1758 136,33 187,11
Gl 1898 7,12 290 1151 26,45 10,78 31,00
Area lesdo G2 21,98 565 231 16,05 27,91 13,44 29,33 0,008(*)
G3 3288 7,84 320 2465 41,11 2533 4511
Gl 1439 461 1,88 9,55 19,22 10,44 22,44
Porcentagem G2 1652 2,77 1,13 1361 194 11,78 19,00 0,115
G3 1949 427 1,74 1501 23,97 16,00 27,44

Ecogenicidade
LSB

Ecogenicidade
lesdo
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Apéndice B - Medidas descritivas e teste ndo paramétrico. n=18 — S&do Paulo — 2012/2013

GRUPOS Desvio
Media Mediana Minimo Maximo p
padrdo
Gl 0,46 0,08 0,44 0,33 0,56
Presenca 0,731
G2 0,56 0,21 0,56 0,33 0,78
de calor
G3 0,46 0,13 0,44 0,33 0,67
Gl 2,02 0,43 1,94 1,56 2,67
Alinh t 0,303
mhameno’ so 233 044 256 178 2,67
da lesdo
G3 2,15 0,49 2,33 1,38 2,67




Apéndice C - Avaliacdo do Lameness Locator ® semana 0- Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff  Claudicagéo
D E Normal Normal TFDS LSB

4 0,246691  0,296131 -2,573120 -0,092690 0 0
5 0,305256  0,291445 -2,906244 0,361526 0 0

- 6 0,130666  1,096636 -5,330721 -11,967928 1 0

© 7 0,597816  0,000000 -4,200015 12,067473 1 0
8 0,006029 0,575297 -5,606045 -7,886452 1 0
9 0,054309 0,459695 -5,562352 -7,930323 0 0
10 0,225409  0,493007 3,189062 -5,378515 0 0
11 0,557003  0,260367 -1,984678  4,649697 0 1

N 12 0,343815  0,038479 -1,890444 5,642539 0 0

© 13 0,082130 0,347471 -1,095852 -4,446928 0 0
14 0,062475  0,334762 -3,226410 -3,737791 0 0
15 0,287500 0,319323 -10,02414 0,667049 0 0
18
19

® 20 0,246520 0,417345 -6,281543 -2,153764 0 0

© 21 0,066110 0,520566 -2,646656 -8,372387 1 0
22 0,284759  0,262176 10,572070 0,917052 0 0
23 0,254796  0,200928 -2,156578 1,361647 0 0
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Apéndice D - Avaliacdo do Lameness Locator ® Semana 1- Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO  ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff ~ Claudicagéao
D E Normal Normal TFDS LSB
4
5 1,264330 0,000000 14,703557 25,881238 1 0
“ 6 0,000000 1,108146 -11,54021 -20,95572 1 0
© 7 0,713371 0,038573 -9,690819 9,312295 1 0
8 0,000000 0,649590 -10,25894 -10,98206 1 0
9 0,256585 0,848648 -10,17498 -6,042296 0 0
10 0,171542 0,607721 3,424130 -9,732798 0 1
11 0,000000 0,889361 0,481003 -21,90067 1 0
~ 12 0,000000 0,555120 -7,026841 -10,83859 1 0
o 13 0,000000 1,010709 -5,437826 -23,62143 1 0
14 0,831621 0,000000 11,762288 15,349088 1 0
15 0,727211 0,000000 3,480669 13,768254 1 0
18
19
. 20 0,996934 0,000000 -0,152824 16,958806 1 0
© 21 1,695911 0,000000 29,085529 30,140642 0 1
22
23 0,251195 0,651801 2,806755 -5,242731 1 0
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Apéndice E - Avaliacdo do Lameness Locator ® Semana 2- Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff  Claudicacao
D E Normal Normal TFDS LSB

4 0,077050 0,571345 -6,850128 -7,712155 1 0
5 0,994993  0,000000 8,234449 21,236141 1 0

- 6 0,059403 0,601194 -5,301473 -10,509896 1 0

© 7 0,565655  0,000000 -2,414764 12,717119 1 0
8 0,214950  0,186383 2,947454  0,227941 0 0
9 0,028174  0,904875 -16,15581 -12,939669 0 1
10 0,480869  1,146358 -0,815543 -9,534499 0 1
11 0,229405  0,392580 -0,390857 -3,718100 0 0

N 12 0,412900 0,121880 -6,888585 4,421690 0 0

© 13 0,030306  0,480471 -2,821941 -7,750806 0 0
14 0,933951  0,000000 9,627221 22,289063 1 0
15 0,451570  0,014077 -2,538529  7,379762 0 0
18
19

. 20 0,768028  0,060393 4,074659 10,473481 1 0

© 21 0,874763  0,045565 0,951466  8,139932 0 1
22 1,847460  0,000000 30,162318 32,278166 1 0
23 0,312341  0,208809 -2,504057 0,408618 0 0
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Apéndice F - Avaliacdo do Lameness Locator ® Semana 3 - Sao Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff ~ Claudicacao
D E Normal Normal TFDS LSB

4 0,089669  0,300736 -2,208382 -2,350564 0 0
5 0,928672  0,000000 1,360419 21,973319 1 0

- 6 0,005447  0,918423 -3,846566 -18,365415 1 0

© 7 0,513368  0,011637 0,479311  9,709797 1 0
8 0,030461  0,402786 2,369802 -6,176942 0 0
9 0,037521  1,034856 -9,001876 -14,454956 0 1
10 0,395055  0,126285 -2,832135 4,144199 0 0
11 0,134312 0,563825 -6,356198 -7,444921 1 0

N 12 0,366376  0,047640 0,487756  4,800325 0 0

© 13 0,000789  0,473514 -5,602291 -9,334335 0 0
14 1,178852  0,000000 10,911883 27,303766 1 0
15 0,626218  0,052843 3,711311 11,174499 1 0
18
19

. 20 0,436957  0,373903 -12,10567 -0,085092 0 0

© 21 0,474068 0,041189 6,046218 5,591043 0 0
22 1,067313  0,000000 19,178908 17,249083 1 0
23 0,264619  0,211285 -6,809373  4,224725 0 0
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Apéndice G - Avaliacdo do Lameness Locator ® Semana 4 - Séo Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff  Claudicacao
D E Normal Normal TFDS LSB
4 0,209899  0,546287 -8,116337 -3,242246 1 0
5 0,815971  0,207534 6,600207 11,260551 1 0
o 6 0,235875  0,730488 -2,460658 -6,787271 1 0
© 7 0,608817  0,000000 -3,038516 13,708954 1 0
8 0,810347  0,125407 19,126966 7,079624 0 1
9 0,021882  0,682743 -4,652267 -13,717050 0 1
10 1,137062  0,346083 7,960454 11,727476 1 0
11 0,196724  0,356565 -2,847688 -1,782847 0 0
~ 12 0,013663  0,775779 -8,555975 -13,966315 1 0
© 13 0,268131  0,171989 -0,076603 1,775650 0 0
14 0,984784  0,000000 11,833501 18,749910 1 0
15 0,828207  0,000000 8,690623 20,272693 1 0
18 2,192463  0,000000 12,009826 55,116457 1 0
19 0,428593  0,960750 -7,294231 -6,005678 1 0
™ 20 0,000000 1,061729 -22,82462 -10,863913 0 1
© 21 0,401265  0,025439 -4,480125  3,949049 0 0
22 1,649722  0,000000 20,606298 30,332623 1 0
23 0,184083 0,518543 -6,398707 -5,465415 1 0
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Apéndice H - Avaliacdo do Lameness Locator ® Semana 5- Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff Claudicacédo
D E Normal Normal TFDS LSB
4 0,136816  0,409855 -1,519612 -3,464244 0 0
5 0,821629 0,021156 3,520170 16,335505 1 0
6 0,351998 0,435657 -1,160572 -1,824896 0 0
7 0,660602  0,000000 -7,164301 13,316690 1 0
8 0,219328 0,409659 5,641914 -1,327748 0 0
8 9 0,171899  1,114758 -12,95838 -17,943104 0 1
10 0,704197  0,029039 15,217137 6,865988 1 0
11 0,428761  0,162861 -3,118718 5,939997 0 0
12 0,019123 0,637728 -1,804856 -11,307245 1 0
13 0,300895  0,203437 -1,388727  2,438592 0 0
14 0,508164  0,000000 1,368723  9,598455 1 0
8 15 1,034974 0,000000 0,097982 28,495856 1 0
18 0,660787  0,025223 2,425067 10,738188 1 0
19 0,125273  0,900275 1,244271 -9,547967 1 0
20 0,272930  0,395615 -8,076764  0,242352 0 1
21 0,995615 0,000000 14,452182 17,912085 0 1
22 1,234010 0,024580 17,154042 21,625059 1 0
8 23 0,128292  1,077598 -18,70172 -13,511939 1 0




Apéndice I- Avaliacdo do Lameness Locator ® Semana 6 - Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff  Claudicacéo
D E Normal Normal TFDS LSB

4 0,599727 0,024122 3,290779  7,677085 0 1
5 0,434037 0,093743 1,442804  6,418992 0 0

- 6 0,000000  3,744077 -26,69407 -96,344346 1 0

© 7 0,695794  0,015686 -3,472497 12,459078 1 0
8 0,610467 0,139617 17,302869 4,813421 0 1
9 0,243230 0,546812 -4,077869 -3,530443 0 1
10 0,035967 0,607254 3,179885 -11,566207 0 1
11 0,792914  0,141243 -0,497079 11,787959 0 1

o~ 12 0,266180 0,398812 -10,08192 -0,400190 0 0

© 13 0,242190 0,110570 1,643184  1,907643 0 0
14 0,360399  0,027243 -0,103929 3,763072 0 0
15 0,732274  0,000000 4,187380 15,006067 1 0
18
19

. 20 0,245185  0,390805 -8,505308 -3,069317 0 0

© 21 0,906360 0,138035 7,624544  4,510298 0 1
22 0,796558  0,000000 11,588156 10,436147 1 0
23 0,203901  0,512019 0,166688 -6,585939 1 0
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Apéndice J - Avaliacdo do Lameness Locator ® Semana 7 - Sdo Paulo — 2012/2013

GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff ~ Claudicacao
D E Normal Normal TFDS LSB

4 0,322526  0,179765 -0,329927 2,897994 0 0
5 0,467390  0,180502 2,343408 5,087206 0 0

- 6 0,187302  0,262410 -0,509736 -0,077662 0 0

© 7 0,683437  0,023225 -0,645350 12,746880 1 0
8 0,704769  0,132359 15,579351  8,390490 0 1
9 0,033602  0,478057 -0,956874 -8,986525 0 1
10 0,071078 0,561497 6,615113 -8,964716 0 1
11 0,670661  0,357529 -7,815338 6,214083 0 1

~ 12 0,112247  0,284327 -4,146916 -2,519421 0 0

© 13 0,144468  0,184236 -1,344637 -0,991321 0 0
14 0,196977  0,251420 2,853832 -0,108657 0 0
15 0,537006  0,011204 3,167571  9,475389 1 0
18
19

™ 20 0,386560  0,429853 -12,50142 2,819003 0 0

© 21 0,506737  0,036562 1,800628  7,118127 0 1
22 1,039416  0,020693 13,114795 18,709550 1 0
23 0,002293  0,655698 -6,774268 -11,253946 1 0
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Apéndice K - Avaliacdo do Lameness Locator ® - semana 8 - Sdo Paulo — 2012/2013

Semana 8
GRUPO ANIMAIS A1/A2 Maxdiff Mindiff  Claudicacao
D E Normal Normal TFDS LSB

4 0,400333  0,151531 -4,740580  3,830080 0 0
5 0,299746  0,283654 0,759959 -0,077365 0 0

- 6 0,000000 0,625034 0,887326 -12,149166 1 0

© 7 0,603116  0,000000 -1,349358 12,900950 1 0
8 0,222856  0,311800 6,904676 -2,648316 0 0
9 0,145368 0,461276 6,783989 -6,840950 0 0
10 0,254860  0,278442 3,792057 -1,352484 0 1
11 0,762439  0,034723 3,281795 12,674608 0 1

~ 12 0,026631  0,411399 -2,637750 -7,565967 0 0

© 13 0,192123  0,119469 -2,063984 1,102288 0 0
14 0,274163  0,065397 2,952159  4,007143 0 0
15 0,325211  0,056185 -0,853314 4,865531 0 0
18
19

™ 20 0,967981  0,220309 -9,293598 9,512296 1 0

© 21 0,587339  0,014286 2,200312 9,127645 0 1
22 0,549884  0,014443 5,393370 6,779846 1 0
23 0,011041 0,563281 -6,565218 -6,672789 1 0






