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Avaliagéo ultra-estrutural de fibras tendineas de equinos
acometidos por tendinite

Ultra-structural evaluation of tendon fibers in equine suffering from
tendinitis

Ana Liz Garcia Alves,* Flavia Marinho Schubert,** Armen Thomassian,* Carlos Alberto Hussni,*
José Luiz de Mello Nicoletti,* Adalberto José Crocci***

Resumo

O presente trabalho objetivou estudar os aspectos ultra-estruturais da tendinite eqtiina em animais que vieram a 6bito durante
o segundo semestre de 1999 e primeiro de 2000, no Hospital Veterinario da FMVZ - Unesp - Botucatu. Estes animais foram
avaliados clinica e ultra-sonograficamente antes ou logo apds suas mortes para confirmagdo da presenca de tendinite. As
amostras tendineas coletadas foram submetidas imediatamente aos procedimentos de rotina para analise sob a microscopia
eletrdnica. Esta analise revelou-se eficaz como método de avaliagdo estrutural dos tenddes, eficiente na mensuracao transver-
sal das fibrilas tendineas e suficiente para a diferenciagao entre normal e alterado.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the ultra-structural aspects of the equine tendinitis in ten animals that died during the
second semester of 1999 and the first of 2000, at the Veterinary Hospital of FMVZ — UNESP — Botucatu and at Sdo Paulo’s Jockey
Club. These animals were evaluated clinically and ultra-sonographically before or right after their deaths to confirm the existence
of tendinitis. The tendon samples collected were submitted immediately to the routine procedures for light and electron microscopy

analysis.
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Introducgao

Os tenddes e ligamentos situados na regido distal dos mem-
bros dos eqtiinos tém notdria importancia anatomica, funcio-
nal, clinica e patolégica, uma vez que se tornaram estruturas
extremamente resistentes que sustentam cargas e tensdes
‘elevadas (Denoix, 1994). Esta selegao, para aumentar a re-
sisténcia e velocidade, deve ter ocorrido inicialmente
objetivando a prépria sobrevivéncia do animal e, posterior-
mente, com sua domestic_a(;éo, o transporte e lazer.

As estruturas tendineas sao freqientemente acometidas por
lesdes, tais como tendinites e rompimento da estrutura
tendinea (Alves, 1998; Genovese, 1990; Rantanen, 1998;
Williams, 1989). Estas lesoes diminuem a fungdo do animal,
fazendo com que muitas vezes nao retornem a sua
performance inicial.

As lesdes nos tendbes flexores dos equinos ainda represen-
tam um dos maiores desafios quanto a monitoragao clinica e
progndstico. Estas ocorrem, em diversas estruturas flexoras
colagenas, tanto nos membros anteriores como nos posteri-

ores; com predilegcdo, em cavalos de corrida, para o tendao
do musculo flexor digital superficial. A diferenga na incidéncia
do local lesado pode ser explicada pela analise de distribui-
¢do de cargas entre as estruturas flexoras nos diferentes ti-
pos de locomogao do animal em associagdo com uma de-
manda locomotora especifica (Fackelman, 1973). A confor-
magcao, idade, nivel de treinamento ‘e tipo de ferradura tam-
bém estao implicados na etiopatogenia das lesées. No en-
tanto, os mecanismos especificos e suas inter-relagdes en-
volvidos na génese das les6es nao sdao bem conhecidos.

O conhecimento ultra-estrutural das caracteristicas das fibras
colagenas de um tenddo em recuperagao, submetido a pro-
cesso inflamatério, é escasso na literatura mundial.

O presente trabalho tem por objetivo analisar o tamanho e
configuracado de fibrilas tendineas de eqtiinos acometidos
por tendinite sob a microscopia eletronica. A importancia desta
anadlise estd no melhor conhecimento desta enfermidade in-
flamatéria sob o aspecto patolégico, proporcionando-nos
novas opgoes terapéuticas para a recuperagao da estrutura
tendinea.
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Material e métodos _

Foram coletadas amostras do tendao do musculo flexor digi-
tal superficial de vinte eqliinos que vieram a 6bito na FMVZ
durante o segundo semestre de 1999 e primeiro semestre
de 2000, em razao de enfermidades n#o relacionadas com o
aparelho locomotor. Destes, dez apresentavam sinais clini-
cos de tendinite (grupo tendinite) e dez exibiam normalidade
no aparelho locomotor (grupo controle).

Os animais destinados ao sacrificio foram previamente avali-
ados por exames clinico e ultra-sonograéfico.

Com os animais em posigao quadrupedal, apés tricotomia
da regido metacarpiana, face palmar, bilateral buscaram-se
lesbes através do exame clinico local e ultra-sonografico da
regiao metacarpiana. O equipamento utilizado foi o ultra-som
linear com transdutor de 7,5 Mhz.! As imagens obtidas foram
congeladas e impressas para posterior analise.

Apés o 6bito do animal, procedeu-se & necrépsia para a reti-
rada dos fragmentos.

Realizou-se a excisdo de fragmentos de 1mm? envolvendo o
local da lesao no grupo tendinite, e no grupo controle a excisao
envolveu a regido central do tergo médio do metacarpiano,
com auxilio de bisturi e pinga.

Os fragmentos retirados foram imersos em solugao de
glutaraldeido, para, posteriormente, serem submetidos ao
processamento de rotina e andlise sob microscépio eletrdni-
co no Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina de
Unesp — Botucatu, SP.

Os fragmentos retirados foram fixados da maneira conven-
cional para microscopia eletronica e embebidos em rezina
epoxy. Foram feitos cortes de 90 a 130 nm de espessura
usando-se uma faca de diamante e estes foram colocados
em uma malha quadriculada de cobre. Os cortes foram
corados com acetato de uranio seguido de citrato de chum-
bo modificado.

Utilizando-se um paquimetro de leitura digital, foram realiza-
das as medidas dos didmetros de fibrilas, escolhidas ao aca-
so, contidas nos quadrados do reticulo "utilizado.

Para andlise dos resultados foram utilizados testes para-
métricos, levando-se em consideracio a natureza das dis-
tribuicdes dos valores estudados e a variabilidade das me-
didas efetuadas. O teste utilizado foi o teste t de Student
simples, ndo pareado para amostras independentes (Zar,
1996). '

Resultados e discussao

Os resultados obtidos ao exame ultra-sonogréfico mostra-
ram que, dos dez membros com caracteristicas clinicas ou
ultra-sonograficas de tendinite, cinco apresentaram lesdo de
evolugdo aguda, e cinco com evolug&o crénica.

As lesdes tendineas foram identificadas por imagens
hiperecéicas intercaladas com imagens hipo ou anecéicas
dispostas de forma difusa na maioria dos membros, o que
gerou certo grau de dificuldade na delimitacdo destas, levan-
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do-nos a recorrer ao mapeamento das regidbes sem
paralelismo das fibras. Esta dificuldade do diagnéstico preci-
S0 das areas de lesao cronicas é compativel com relatos de
Genovese et al. (1990); Denoix (1 994) e Rantanen et al. (1999)
de que as lesGes agudas sdo de mais facil diagnéstico. A
caracteristica ultra-sonografica de maior relevancia foi a au-
séncia de paralelismo das fibras colagenas em sete dos dez
animais selecionados. Dos trés restantes, dois apresenta-
ram paralelismo parcial e um, paralelismo total das fibras.

Ao exame clinico do tendao, confirmamos a sanidade dos
membros sadios no grupo controle e as areas de lesdes no
grupo tendinite, o que corrobora com os relatos experimen-
tais de Williams (1989) e Alves (1998) que referem a identifi-
cagdo nitida das lesdes, através de inspegdo macroscépica,
ap6s sacrificio dos animais. Em quatro membros observou-
se aderéncia proximo as areas das lesdes, localizada entre
os tenddes dos musculos flexores digitais superficial e pro-
fundo em trés animais e entre o tendao do musculo flexor
digital superficial e paratendao em um membro.

A avaliagao ultra-estrutural do material coletado do grupo con-
trole mostrou semelhanca das caracteristicas morfoldgicas.
Foi observada uma pequena proporgdo de fibroblastos em
relagéo aos fibrécitos. Os fibroblastos foram caracterizados
como células com um reticulo endoplasmatico rugoso abun-
dante, com material granular presente na cisterna dilatada,
aparelho de Golgi desenvolvido, ntcleo grande e cromatina
fina. Ja as células caracterizadas como fibrécitos apresenta-
ram menor tamanho celular em relagdo aos fibroblastos,
menor numero de prolongamentos e deficiéncia em reticulo
endoplasmatico rugoso. Estes achados estdo de acordo com
o descrito por Junqueira e Carneiro (1999), que relatam tam-
bém a transformagéo de fibrécitos em fibroblastos caso haja
um estimulo adequado. O espaco extracelular adjacente a
membrana celular mostrou conter proteoglicanos e
colagenos. Os proteoglicanos apareceram como uma mas-
sa amorfa. As fibras colagenas foram identificadas como
filamentos lineares préximas umas as outras.

Ja nos membros com caracteristicas de processo inflamaté-
rio tendineo, observou-se uma propor¢cao maior de
fibroblastos em relagéo a fibrécitos na maioria das amostras.
Este relato esta de acordo com Silver et al. (1983) e Goodship
et al. (1994), pois, segundo estes autores, antes de qualquer
fibrila visivel aparecer no processo de reparagio, o reticulo
endoplasmatico do fibroblasto forma o pré-colageno que é o
precursor da molécula de colageno, ja no meio extracelular.
Isto significa que um processo de reparagao deve conter uma
grande quantidade de fibroblastos ativos com suas organelas,
em especial o reticulo endoplasmatico rugoso aumentado
em quantidade e dimensao. '

Damsch et al. (1992) observaram, ultra-estruturalmente, em
eqlinos com tendinite crdnica degeneragdo de fibrilas
colagenas, edema do feixe das fibrilas, reabsorcao de fibrilas
por macréfagos e locais com calcificagao distréfica. Em nosso
experimento verificamos algumas fibrilas fragmentadas e de-
generadas dispostas de maneira desorganizada, indicando
um padrao randdmico das fibrilas colagenas nos feixes
tendineos, sendo provavelmente o responsavel pela perda da
elasticidade e recidiva do processo inflamatério. O que diferiu
dos estudos de Damsch et al. (1992) é a néo observagio da
presenca de calcificagdo distréfica nas amostras coletadas.




Para se avaliar os diametros das fibrilas foram feitos cortes
transversais que sdo mostrados nas fotomicrografias (Figu-
ras 1 e 2), onde pdde ser observado o aspecto circular das
fibrilas.

No material do grupo controle analisado as caracteristicas
das fibrilas colagenas foram morfologicamente semelhan-
tes. Os diametros destas fibrilas coldgenas nas diferentes
amostras utilizadas como controle estdao apresentados na
Tabela 1 e na Figura 1. Estas mensuragdes mostraram que
houve uma variagdo de 82 nm a 127 nm, com média de 103,4
nm. Medidas estas, aproximadas aos valores citados por
Goodship e Birch (1996) que referiram como padrdo para
estruturas tendineas de eqiinos adultos, fibrilas de 120 a
200 nm. As diferengas entre o0 nosso estudo e estes relatos,
onde a média dos diametros das fibrilas foi menor, podem
ser justificadas pela menor idade dos animais do experimen-
to, diferentes estagios de atividades fisicas ou até em funcao
destes autores terem apresentado uma média de estruturas
tendineas incluindo o tendao do mdsculo flexor digital super-
ficial e o tendao do musculo gastrocnémio. Em nosso experi-
mento, somente avaliamos o tendao do musculo flexor digital
superficial. O modo de selecionar as fibrilas a serem medi-
das é outro fator importante que pode, talvez, influenciar nos
resultados. ’

Os didmetros das fibrilas do grupo tendinite estao apresenta-
dos na Tabela 1 e Figura 2, os quais sofreram uma variagio
de 38 nm a 103 nm com média de 61,8 nm, sendo que em
uma das amostras o diametro das fibrilas foi semelhante a
um dos diametros controle. Os diametros das fibrilas do gru-
po tendinite estdo de acordo com o encontrado por Damsch
et al. (1992), que também relataram a presenca de fibrilas de
menor didmetro em tenddes acometidos por tendinite anali-
sados por microscopia eletrdnica.

As diferengas entre o grupo controle e o grupo tendinite foram
estatisticamente significativas. :

No presente experimento as fibrilas de pequeno diametro do
grupo tendinite foram consideradas fibrilas recém-formadas,
o que é interpretado como express&o de uma sintese colagena
- amplificada. Ainda que nao tenha sido determinado o tipo de

“colageno, trata-se aqui, provavelmente, do colageno tipo IlI,
que € formado no inicio da reparagao.

Acrescentado a uma multiplicagao diversa de fibrilas finas do
grupo tendinite, observamos uma fragdo pequena de fibras
maduras com um didmetro maior do que 86 nm, o que, se-
gundo Rydell (1970), relaciona com uma provavel reabsorgao
destas fibrilas colagenas com maior diametro devido a eleva-
da fagocitose dos macréfagos que estdo presentes nos pro-
cessos inflamatérios ativos da regeneracio tendinea.

Quanto & desorganizagao do tecido lesado, os achados do
grupo tendinite estdo de acordo com a literatura consultada
(Silver et al., 1983), que relata um padrdao randémico das
fibrilas colagenas nos feixes tendineos, sendo o responsavel
pela perda de elasticidade e recidiva do processo.

A presenca de fibroblastos com grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso, bem como a grande concentragao
de material granular nas cisternas, indicam uma sintese
colagena elevada, compativel com a presenga de fibrilas fi-
nas recentemente formadas, representado na reagao infla-
matdria.
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Tabela 1: Diametro das fibrilas colagenas nos grupos de ani-
mais normais e acometidos por tendinite (n = 20)

GRUPO CONTROLE GRUPO TENDINITE

DIAMETRO (nm)

ANIMAL DIAMETRO (nm) ANIMAL
1 127 1 53
102 12 - 38
3 96 13 65
4 106 14 86
5 98 15 42
6 111 16 58
7 126 17 103
8 100 18 42
9 86 19 58
10 82 20 73
MEDIA 103.4° MEDIA 61.8"
DESVIO-PADRAO 14.871 DESVIO-PADRAO 20.751

*Houve diferenca significativa entre os dois grupos de animais (p<0,001)

-

Figura 1: Fotomicrografia eletronica de transmissao de corte transversal do
Tendao do musculo flexor digital superficial do grupo controle. Notar o
aspecto circular das fibrilas e maior uniformidade nos diametros. 30.000 X.

Figura 2: Fotomicrografia eletronica de transmissdo de corte transversal
do tendao do musculo flexor digital superficial do grupo tendinite. Notar
a grande variagao nos diametros das fibrilas. 30.000 X.
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Conclusoes

¢ A utilizagdo da microscopia eletronica demonstrou ser um
parémetro eficaz na avaliagdo da morfologia e constituicdo
das estruturas tendineas de eqliinos em membros sadios
e acometidos por processo inflamatério.
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