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RESUMO

O presente trabalho, realizado a partir de revisdo de literatura, tem como objetivo
dissertar sobre a utilizacdo de terapias celulares no tratamento de afecgdes tendineas,
articulares e ligamentares em equinos. O plasma rico em plaquetas (PRP) € uma fonte
autogena que contém varios fatores de crescimento importantes na reparacdo tecidual devido
a acdo mitogénica, quimiotatica e neovascular. A utilizacdo do PRP tem sido proposta
principalmente na reparacdo de afeccBes tendo-ligamentosas em equinos. A proteina
antagonista do receptor de interleucina-1 (IRAP) tem como funcgéo ligar-se aos receptores de
interleucina-1 (IL-1), impedindo assim a interacdo da IL-1 com o seu receptor. Como a IL-1
tem um papel importante na cascata inflamatoria, causando sinovite e dor articular, ao
bloquear essa interacdo, a IRAP pode diminuir a dor e a inflamacéo, criando-se condi¢bes
para uma recuperacdo da funcionalidade articular de forma mais rapida e eficaz. As células-
tronco tem a capacidade de auto-renovacdo e se diferenciam em um ou varios tipos celulares.
Podem ser isoladas a partir do tecido adiposo ou da medula 6ssea do proprio animal, bem
como serem aplicadas na recuperacédo de tecidos moles do aparelho locomotor de equinos. As
terapias celulares auxiliam no processo de cura das lesdes, promovendo regeneracdo e
reduzindo a formacdo de cicatrizes, porém muitas lacunas relativas ao seu respeito ainda

devem ser preenchidas.

Palavras-chave: equinos; PRP; IRAP; células tronco.



ABSTRACT

The current study, based in literature review, aims to discuss the employment of
cellular therapies for the treatment of equine tendon, joint and ligament injuries. Platelet rich
plasma (PRP) is an autologous source that contains several growth factors which are
important in proper wound healing, it has mitogenic, chemotactic and neovascular actions.
The PRP utilization has been mostly proposed to be used in tendon and ligamentous injuries
repair. Interleukin-1 is a cytokine that plays an important role in the regulation of
inflammatory responses, and it can induce synovitis and joint pain. The interleukin-1 receptor
antagonist protein (IRAP) binds to the interleucine-1 (IL-1) receptor and when this
interaction is created, the proinflammatory action of IL-1 is blocked. Therefore, IRAP can
decrease pain and inflammation, creating conditions to the joint to functionally recover more
quickly and effectively. The stem cells have the competence to auto-renovate and differentiate
themselves in one or several cellular types. They can be segregated from adipose tissue or
from bone marrow collected from the animal and they can be used on soft tissue lesions of the
equine locomotors apparatus, helping its recovery. The cellular therapies improve wound
healing, promoting successful regeneration and reducing the scar formation, but there are
still many gaps regarding their effectiveness that need to be fulfilled.

Key-words: horses, PRP, IRAP, stem cell.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo, e o agronegécio
relacionado com a espécie resulta em um faturamento da ordem de 7,3 bilhdes por ano,
gerando 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (GUERRA e MEDEIROS, 2006). Com a
intensificacdo da utilizagdo de equinos para as mais diferentes atividades, houve um aumento
nas afeccOes que afetam a espécie, sendo o estudo das claudicacdes uma das areas de maior
importancia, uma vez que os problemas do sistema locomotor estdo entre os mais frequentes
dentro da espécie.

As lesdes musculoesqueléticas em equinos tem uma relacdo importante no
comprometimento e limitacdo do desempenho atlético, necessitando de um longo periodo de
repouso durante o ano, o que significa uma grande perda econdmica por queda de seu
desempenho, reabilitacdo prolongada e eventual reincidéncia da lesdo. Sendo assim, é
importante o estudo de opgdes terapéuticas que venham a abreviar o curso destas
enfermidades, culminando com a resolucdo do processo e com o0 menor numero possivel de
sequelas associadas a ele.

Novos tratamentos, como o plasma rico em plagquetas (PRP), vem sendo recentemente
utilizados com o intuito de reduzir o tempo de cicatrizacdo tendinea e ligamentar, bem como a
possibilidade de recidivas. O PRP é uma fonte autdgena de plaquetas, sendo que elas possuem
a capacidade de secretar uma substancia chamada fator de crescimento, que é responsavel por
alteracdes celulares, como o recrutamento de células-tronco periféricas e inducdo de mitose.
Quando utilizado, o PRP aumenta e acelera os efeitos dos fatores de crescimento,
responsaveis pelo processo de cura. Ele é obtido pela concentracdo das plaquetas por um
gradiente de densidade por meio da centrifugacdo. Este produto tem sido muito utilizado na
medicina humana e veterinaria por ser rico em determinados fatores de crescimento que
atuam nos processos cicatriciais de diversos tecidos.

A doenca articular é uma das enfermidades mais prevalentes e debilitantes que
acomete 0s equinos. Isto acontece devido as articulacGes estarem repetidamente expostas a
fortes impactos durante longos periodos de tempo, levando assim ao inicio do processo
degenerativo da cartilagem articular pela producéo e liberacdo de citocinas com consequente
estimulacdo de componentes inflamatorios. Caso esta inflamagdo persista, a consequéncia
final é o aparecimento da osteoartrite. A proteina antagonista do receptor de interleucina -1
(IRAP) tem a capacidade de bloquear os mediadores da degeneragdo, proporcionando a

modulacéo ou o equilibrio dos processos catabolicos e anabdlicos do ambiente intra-articular.



Essa terapia tem sido utilizada principalmente nas fases iniciais dos processos inflamatorios
com a principal finalidade de controle do processo, evitando a degeneracdo progressiva da
cartilagem articular.

As células-tronco (CT) possuem diversas aplicabilidades terapéuticas tanto com
relacdo a engenharia de tecidos quanto a terapia génica. Elas tem a capacidade de gerar
diferentes tipos celulares e reconstituir diversos tecidos, apresentando a propriedade de auto-
renovacdo, ou seja, gerar uma copia idéntica a si mesma (RAIMONDO et al., 2006). Sendo
assim, as CT sdo uma grande promessa para o tratamento das lesGes de tecido mole dos
membros dos cavalos atletas, elas podem ser isoladas a partir do tecido adiposo ou da medula
Ossea do proprio animal e sdo aplicadas na recuperacdo de diversos tipos de lesdes.

O objetivo do presente estudo, realizado a partir de revisdo de literatura, é dissertar
sobre as novas opcoOes terapéuticas utilizadas no tratamento de afeccdes dos tecidos moles do
aparelho locomotor equino, tratando sobre a sua origem, aplicacdo, composicao, métodos de
obtencdo, fisiologia do tratamento e eficacia das terapias celulares: plasma rico em plaquetas,

proteina antagonista do receptor de interleucina-1 e células tronco.



2 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas é uma fonte autdégena de facil aquisicdo e de baixo custo, que
contém diversos fatores de crescimento importantes na reparacdo tecidual, devido a acao
mitogénica, quimiotatica e neovascular. E derivado de sangue total e deve conter entre trés a
cinco vezes mais plaquetas que os niveis fisiologicos (MARX et al., 1998), que nos equinos
pode variar entre 100.000 a 350.000 plaquetas.uL™! (SCHALM et al., 1975). Na opinido de
Anitua et al. (2004) concentragdes superiores a 300.000 plaquetas.ul.-1 sdo suficientes para o
preparo do PRP. Em estudo in vitro com fragmentos do TFDS de equinos, Schnabel et al.
(2007) demonstraram a eficiéncia do PRP utilizando concentracdo média de 395.000
plaguetas.uL."!, mas segundo Barbosa et al. (2006), a concentracdo de plaquetas do PRP
depende da contagem inicial do sangue total, ou seja, quanto maior o numero inicial de
plaquetas, mais rico serd o PRP. Sendo assim, a trombocitopenia é um fator limitante para a
concentracdo adequada das plaquetas.

Segundo Dinato et al. (2001), o PRP atua na modelacdo e aceleracdo dos processos
cicatriciais, sendo esses efeitos decorrentes dos fatores de crescimento contidos nos granulos
plaquetarios. Embora o exato mecanismo de acdo sinérgica nao esteja completamente
elucidado, a aplicacdo local de fatores de crescimento tem potencial terapéutico importante no
tratamento de feridas crénicas (DEBUS et al., 2000).

Bennett e Schultz (1993) relataram que esses fatores aceleram a cicatrizacdo de tecidos
sadios e promovem a reparacdo de ferimentos. Segundo Declair (1999), os fatores de
crescimento sdo essenciais na regulacdo dos eventos celulares envolvidos no processo de
cicatrizacdo por propiciarem a quimiotaxia para o local da lesdo e influenciarem

significativamente na deposicdo da matiz extracelular.

2.1 Historia e origem da utilizacéo

O conceito de terapias derivadas de plaquetas surgiu entre os anos 70 e 80, a medida que
multiplos fatores de crescimento foram descobertos, inclusive os alfa-granulos das plaquetas
(KAPLAN et al., 1979; ASSOIAN et al., 1983). Em tentativas iniciais para aumentar a cura
em estudos com animais experimentais, foram utilizados somente fatores de crescimento,
porém obtiveram resultados frustrantes. Quando as plaquetas lisadas foram utilizadas no seu
lugar, forneceram o total complemento dos fatores de crescimento com os alfa-granulos e

efeitos anabolicos foram observados em inimeros modelos de reparacdo tecidual.
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A primeira utilizacdo clinica do PRP foi relatada por Marx et al. (1998). Este estudo
utilizou PRP para suplementar enxerto em falhas de 0sso em grandes (maiores que cinco
centimetros) defeitos mandibulares em humanos. O estudo foi controlado, randomizado, cego
e prospectivo. Nesse caso, 0 interesse era a formacdo de 0ssos por dentro do defeito e o grupo
tratado com PRP demonstrou melhora significativa na densidade do o0sso, tanto
radiograficamente, quanto histologicamente.

Desde entdo, ainda que o uso de PRP para aumentar a formacdo de o0sso continue sendo
um tema controverso, ele tem sido amplamente usado em cirurgias orais em humanos. Depois
disso, multiplos relatos indicam que PRP produz melhora significativa na cura de feridas
complicadas em humanos (MAZZUCCO et al., 2004). Mais recentemente, 0 PRP esta se
popularizando na utilizacdo em medicina esportiva tanto de humanos quanto de equinos,
particularmente para o tratamento de danos ligamentares ou tendineos (WASELAU et al.,
2008).

2.2 Composicao

2.2.1 Plaquetas

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos, anucleados, de forma discoide
encontrados na corrente sanguinea que se originam a partir dos megacariécitos na medula
0ssea (HANDIN et al., 1995). Esses fragmentos além de participarem do processo de
hemostasia também atuam na cicatrizacdo de feridas e formacdo de um novo epitélio. A
concentracdo de plaquetas no sangue total dos equinos pode variar entre 100.000 e 350.000
plaquetas.uL™ que permanecem vidveis por aproximadamente dez dias na circulagdo
sanguinea (SCHALM et al., 1975).

2.2.2 Ativacdo plaquetéria e fatores de crescimento

As plaquetas na corrente sanguinea se encontram no estado inativo. Substancias como:
gluconato de célcio, cloreto de célcio, trombina bovina e trombina autologa utilizadas para
ativacdo de plaquetas sdo chamadas de agonistas. Acredita-se que esses agonistas
desencadeiam seus efeitos por meio da interacdo com receptores localizados na membrana
plasmética das plaquetas (BLOCKMANS et al., 1995). Apo6s a ativacao as plaquetas mudam

sua forma e passam a apresentar projecdes membranosas a partir da sua superficie conhecidas
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como pseudopodos (HOFFBRAND et al., 2004). Estes por sua vez, sdo responsaveis pela
agregacdo plaquetaria. Apos a estimulacdo por substéncias ativadoras, as plaquetas liberam
proteinas chamadas de fatores de crescimento por exocitose dos granulos alfa (HARRISON &
CRAMER, 1993)

Os fatores de crescimento (FC) séo peptideos sinalizadores, derivados dos granulos
plaquetdrios alfa que produzem quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo celular,
neovascularizacdo e deposicdo de matriz extracelular (EVERTS et al., 2006). A sinalizacdo
realizada pelos FC é mediada por receptores de tirosina-quinase localizados na superficie das
membranas das células teciduais onde atuam, determinando especificidade de acéo frente a
cada situagéo e promovendo proliferacdo ou inibicdo (SCHLIEPHAKE, 2002).

Os principais FC liberados pelos granulos plaquetarios alfa sdo: FC de transformacéo
beta (TGF-B), FC derivado de plaqueta (PDGF), FC semelhante a insulina I (IGF-1), FC
fibroblastico (FGF), FC epidermal (EGF), FC vascular endotelial (VEGF), FC do tecido
conjuntivo (CTGF) (CARMONA, 2006).

E recomendado que as plaquetas sejam ativadas proximo ao momento da aplicacéo
terapéutica, de forma a assegurar uma concentracdo adequada de FC no local da lesdo
(MAIA, 2008). Marx (2001) relata que em dez minutos e na primeira hora, 70% e 100% dos
FC ja foram liberados, respectivamente. Saldalamacchia (2004) relata que a liberagcdo dos FC
inicia aproximadamente dez minutos apds a ativacdo plaquetaria, destes 95% ja estdo pré-
sintetizados e em uma hora todos j& foram liberados, porém as plaquetas continuam a

sintetizar e a secretar proteinas adicionais até a sua morte (cinco a dez dias).
2.2.3 Células sanguineas brancas e vermelhas

O processo de concentracdo de plaquetas no plasma ndo elimina outras células
sanguineas; as vezes, leucdcitos também sdo concentrados em sistemas de preparo
automatizados. Algum nimero de eritrdcitos sempre sobra no PRP (TEXTOR, 2011).

2.2.4 Proteinas plasmaticas

Como o nome sugere, as plaquetas sdo concentradas na fracdo do plasma do sangue,

incluindo todas as proteinas da sua constituicdo normal (TEXTOR, 2011).

2.3 Aplicagdes do PRP na medicina equina
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Carmona et al. (2007) ao utilizarem trés aplicaces de PRP intra-articular, com intervalo
de duas semanas, no tratamento de osteoartrite em sete equinos adultos observaram uma
diminuicdo significativa no grau de claudicacéo e reducéo no volume de liquido sinovial das
articulagdes tratadas dois meses apds a tltima aplicagéo.

Carmona e Ldpez (2011) trataram um cavalo com fratura na tuberosidade supraglenoide
da escéapula e no tubérculo menor do umero com concentrado autélogo de plaquetas. Apds
trés aplicacbes deste componente na articulagdo escapulo-umeral, os autores observaram
recuperacdo total do membro afetado em dez meses. Este resultado sugere que a aplicacdo
deste componente autélogo pode resultar um beneficio terapéutico também no tratamento de
fraturas Osseas, pois fraturas como as descrita levam no minimo 18 a 24 meses para gque
ocorra a reparacao.

Carter et al., (2003) avaliaram a cicatrizagao de feridas na parte distal de membros em um
equino tratando um membro com um gel de PRP e outro com solugéo salina. A cicatrizagdo
no grupo tratado com o gel de PRP foi superior apresentando melhor diferenciacédo epitelial e
organizacdo de colageno. JA De Rossi et al., (2009) avaliaram a cicatrizacdo de feridas
cirdrgicas experimentais no pescoco em seis cavalos de sela tratados com PRP gel. As feridas
tratadas com PRP também apresentaram melhor diferenciacdo epitelial e aceleragdo na
organizacao de coladgeno da derme comparado com o grupo controle. No entanto, é importante
considerar que, havendo diferenca na diferenciacdo celular e migracéo de fibroblastos entre os
tecidos do pesco¢co ou regido do tronco e as células da parte distal dos membros, seria
importante comparar a cicatrizacéo destes quando tratados com PRP.

Yamada et al., (2011) avaliaram a eficicia do tratamento com células tronco
mesenguimais (CTM) e PRP, em lesdes condrais experimentalmente induzidas. Nos grupos
tratados com PRP e CTM observaram preenchimento completo da lesdo condral por uma
quantidade satisfatoria de tecido cicatricial de aspecto fibroso que se apresentava bem aderido
as bordas da lesdo. O grupo controle apresentou falhas no preenchimento, tecido cicatricial
friavel e pouco aderido, erosdes da cartilagem articular ao redor da lesdo.

Argueles et al., (2005) observaram diminuic¢ao na intensidade da claudicagdo e melhora na
imagem ultrassonografica apds aplicacdo intralesional de PRP em tendinites e desmites em
sete cavalos de diferentes sexos, idades e racas. Maia (2008) utilizando PRP no tratamento da
tendinite induzida no tenddo do musculo flexor digital superficial em seis equinos higidos
observou menor intensidade de edema e dor, além de maior reducdo da area da leséo e melhor

organizacéo tecidual em comparagdo com o grupo controle.
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2.4 Métodos de obtencao do PRP

S80 descritos trés métodos para obtencdo do PRP: método automatico, semi-
automatico e manual (CARMONA, 2006).

O método automaético é realizado por aferése, necessita de equipamento especifico e
experiéncia pessoal. Esta técnica ndo e usada em pequenas clinicas e necessita de grande
volume de sangue (> 450 ml) em comparacdo com outras técnicas descritas. A maior
vantagem desta técnica € o baixo risco de contaminacdo bacteriana durante a preparacdo. O
PRP obtido pela técnica de aferése tem eficiéncia em concentracdo plaquetéria e de fatores de
crescimento (WEIBRICH et al., 2002). Apesar das vantagens apresentadas esta técnica nao é
a mais utilizada na medicina equina, sendo limitada pela tecnologia empregada ficando
restrita a institutos de transfusdo de sangue e ambiente hospitalar na medicina humana
(SUTTER et al., 2004).

O método semi-automatico € uma técnica que pode ser utilizada em clinicas pequenas.
A maior vantagem em relacdo as outras técnicas descritas € que ela resulta em maior
concentracdo de plaquetas e fatores de crescimento (CARMONA, 2006). O risco de
contaminacgdo bacteriana é maior que no sistema automatico e menor que no método manual.
As desvantagens desta técnica sdo: a alta concentracdo de leucécitos no PRP e o maior
investimento necessario (WEIBRICH et al., 2003).

O método manual é a técnica mais simples e com menor custo para preparacao do PRP
sendo, portanto, a técnica usada preferencialmente nas clinicas de equinos. Ela exige uma
rigorosa assepsia para evitar a contaminacdo bacteriana. A desvantagem desta técnica em
relacdo as outras técnicas descritas € a menor concentracdo de plaquetas e fatores de
crescimento. As vantagens sdo: a possibilidade de ser realizada em ambiente laboratorial e a
baixa concentracdo de leucécitos no PRP quando comparada com os métodos automatico e
semi-automatico (WEIBRICH et al., 2003).

2.5 Protocolos de obtencdo do PRP

O preparo do PRP pelo metodo manual exige a determinacdo do melhor protocolo a
ser utilizado, baseado na velocidade e tempo de centrifugacgdo, o anticoagulante e sistema de
coleta de sangue, a quantidade de sangue a ser utilizado, treinamento pessoal, bem como, o

método de contagem das plaquetas (JAMESON, 2007). Protocolos que incluem somente uma
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centrifugagdo ndo produzem PRP, mas sim uma mistura de plasma pobre em plaquetas (PPP)
e PRP o que resulta em baixa concentracdo total de plaquetas (MARX, 2001).

Diversos protocolos para obtencdo de PRP tem sido propostos com o objetivo de
concentrar um maior namero de plaguetas viaveis em um volume minimo de plasma. A
possibilidade de se obter PRP com custos menores, utilizando uma centrifuga convencional,
fez surgir protocolos que, embora sejam mais trabalhosos e necessitem de aprendizagem por
parte de quem ira realizar o procedimento, permitem a preparacdo do PRP com menor custo e
em ambientes mais simples (VENDRAMIN et al., 2006).

Carmona (2006) propde um protocolo para a espécie equina que consiste em
centrifugacgdo dupla, sendo a primeira a 300 g durante 10 minutos e a segunda 5000 g durante
5 minutos, utilizando 25 ml de sangue. Maia (2008) também relatou um protocolo utilizando
81 ml de sangue equino e centrifugacdo dupla, onde a primeira é realizada a 120 g e a segunda

a 473 g, ambas durante 5 minutos.

2.6 Administracdo de PRP

Na maioria das vezes, a administracdo de PRP é efetuada por uma injecdo percutanea
intra-lesional, utilizando uma técnica estéril e usualmente sendo guiado por ultrassom. Muitos
profissionais utilizam PRP inativado, sem a prévia ativagdo. (TEXTOR, 2011). Embora a
distribuicdo dos fatores de crescimento seja significativamente menor utilizando o PRP
inativado do que o ativado, Bosch et al., (2010) demonstraram efeitos positivos na utilizacdo
do mesmo.

Deve notar-se que no estudo de Bosch, as concentracdes relatadas de fatores de
crescimento foram medidas depois que a amostra de PRP foi congelada e descongelada (G.
Bosch, comunicacao pessoal, 2010) e que, portanto, ndo representa concentracdes de fator de
crescimento disponiveis no local da leséo (isto é, o PRP utilizado para o tratamento ndo foi
congelado). Isso representa uma recomendacdo Util para a ativacdo de PRP, sendo o
congelamento e descongelamento de plagquetas um método eficaz, seguro e bem conhecido de
inducdo da liberagéo de fatores de crescimento (TABLIN et al., 2008).

Apesar de o processo de congelamento introduzir outro passo e atrasar 0 processo de
preparacdo, ele pode ser acelerado pelo uso de nitrogénio liquido e um répido
descongelamento em um banho em 4&gua. Utilizando esse protocolo, as plaquetas sdo
parcialmente ativadas e lisadas, provocando um escoamento passivo de fatores de crescimento

a partir das células e a formulacdo do PRP permanece no liquido. Aliquotas congeladas
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também podem ser armazenadas para futura utilizacdo. A quantidade de PDGF (fator de
crescimento derivado das plaquetas) liberada depois do congelamento tem se mostrado
equivalente ao liberado apos tratamento com uma baixa dose (1 u/mL) de trombina bovina.
(TABLIN et al., 2008).

Trombina xenogénica foi utilizada com seguranca em cavalos. Em estudo realizado por
Waselau et al., (2008), foi utilizado aproximadamente 2 unidades de trombina bovina por
milimetro de PRP e um estudo sobre feridas, Monteiro et al., (2009) relatou a utilizacdo de 20
unidades de trombina por milimetro de PRP. Quando utilizada, a trombina é adicionada
durante o processo de administracdo por uma seringa dupla ou, dependendo da concentragéo,
pode ser diretamente misturada ao PRP e injetada imediatamente ou também pode ser
empregada como um coagulo de fibrina rico em plaquetas (TEXTOR, 2011).

Até recentemente, todo o uso de PRP humano ativado empregou 10% CacCl, e trombina
bovina purificada em uma concentracdo supra-fisiol6gica com pouquissimos efeitos adversos
relatados (MARX, 2004). Apesar de CaCl, ser frequentemente utilizado em combinac¢do com
a trombina, ndo é necessario. Plagquetas contém calcio intracelular suficiente para proceder
com a cascata de ativacdo, mesmo que em uma amostra em anticoagulante (HU et al., 2005).
No entanto, a trombina ndo é uma proteina benigna. Embora ela continue causando liberagédo
de fatores de crescimento dose dependente ainda bem acima dos niveis fisioldgicos, efeitos
adversos nas células e tecidos tem sido observados em associagdo com altas concentracdes de
trombina (MURRAY et al., 2006).

Até que novos estudos sejam concluidos, as recomendacdes para métodos de utilizacdo de
trombina ndo podem ser indicadas para equinos. CaCl, pode ser utilizado isoladamente como
um ativador de PRP, embora seja mais lenta e menos potente que a trombina. As vantagens
conceituais da ativacdo plaquetaria durante a administracdo de PRP, em vez da simples lise de
plaquetas, tal como a induzida por congelamento, sdo (1) uma maior liberacdo de fatores de
crescimento € induzida pela ativacdo e (2) o coadgulo restante serve como uma matriz
provisoria no interior leito da ferida, a qual deve melhorar a reparacdo dos tecidos (TEXTOR,
2011).

2.7 Seguranca
Como um produto biol6gico autélogo, o PRP é considerado um agente terapéutico

extremamente seguro. No entanto, as plaquetas também sdo células inflamatérias, e os

leucdcitos estdo presentes no PRP. Apos a injecdo, a dor aguda foi, por vezes, relatada em
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seres humanos e equinos. E recomendada a observacdo do paciente por pelo menos 15
minutos ap6s a administracdo, se for observada dor ou inchago no local da aplicacdo, é
recomendada a aplicacdo de gelo no membro (TEXTOR, 2011). Embora o uso de anti-
inflamatdrio ndo-esteroidal seja evitado na medicina humana devido a inibicéo significativa
das plaquetas, resultando na diminuicdo da eficicia do tratamento, essa preocupagdo é
infundada se as plaquetas forem aplicadas no estado ativado. Plaquetas equinas demonstraram
pouca inibicdo em resposta a fenilbutazona e a naproxen (JOHNSTONE, 1983). Portanto, a
utilizacdo dessas substancias para beneficio anti-inflamatério, ndo deve fornecer nenhuma

interferéncia no tratamento com PRP.
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3 PROTEINA ANTAGONISTA DO RECEPTOR DE INTERLEUCINA-1

3.1 Histdria e origem da utilizacao

Em 1986, a identificagdo de uma IRAP enddgena foi relatada por Balavoine et al., que
por acaso haviam descoberto a substancia na urina de trés pacientes leucémicos febris. As
propriedades da anti-interleucina-1 foram demonstradas pela capacidade de diminuir a
producdo de colagenase e prostaglandina (PGE2), induzida por IL-1 em cultura de fibroblatos,
e determinou-se que a fonte celular desse antagonista eram mondcitos ou macréfagos.
Posteriormente pesquisadores determinaram que sua producdo poderia ser induzida por
cultura normal de mondcitos em superficies que os ativariam. Isso ocorreu simultaneamente
com a producdo da IL-1 propriamente dita, sugerindo uma funcdo regulatéria para este
peptideo na fisiologia normal (TEXTOR, 2011).

Hannum et al. (1990) relataram que o0 mecanismo especifico do antagonismo de IL-1
estava no proprio receptor da IL-1, e que o peptideo inibitério era um puro e especifico
antagonista sem atividade agonista. Embora também existam outros antagonistas endégenos
funcionais de IL-1 (AREND et al., 1990), foi o antagonista do receptor especifico de 17 kDa
que ficou conhecido como “IL-1ra” ou “IRAP”. Visto que a IL-1 foi considerada a “mestre
das citocinas” em muitas doengas, inclusive em artropatias inflamatorias, o potencial
terapéutico dessa substancia induziu um enorme anseio na medicina e em 1997, o gene equino
da IRAP foi clonado na Universidade de Toquio (KATO et al., 1997). Desde entdo, varios
estudos experimentais estdo sendo feitos sobre a utilizagdo de IRAP em equinos pela
administracdo intra-articular do gene (NIXON et al., 2005; FRISBIE et al.,2002; FRISBIE et
al., 2007; MORISSET et al., 2007).

3.2 Nomenclatura

Apesar de comumente referido como IRAP na espécie equina, o produto é mais
corretamente chamado de ACS (soro aut6logo condicionado). Em 2003, o fundador de uma
empresa alema (Orthokine), relatou a variacdo do produto de IRAP por metodos fisico-
quimicos. Eles desenvolveram um sistema de seringa contendo esferas de vidro, na qual
praticantes poderiam efetuar uma cultura sanguinea de 24 horas e entdo coletar como um soro
autologo condicionado de IRAP. ACS atualmente € uma composi¢do acelular de muitas

substancias derivadas do sangue, ndo uma proteina purificada como o termo IRAP sugere.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CEQQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.healio.com%2Forthopedics%2Farthritis%2Fnews%2Fprint%2Forthopaedics-today-europe%2F%257B2698fab1-fd2a-4f9f-a3a9-2b101dc0e66b%257D%2Fautologous-conditioned-serum-is-more-effective-than-ha-saline-for-oa-treatment&ei=wcL9UNmHO4jQ9ATytICwBA&usg=AFQjCNHSmnLxkNF-o3cHv_tbgBHqcLLRzg
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Nesse respeito, maiores atengdes tem sido dadas as outras citocinas constituintes do ACS,
assim como as citocinas pré-inflamatérias IL-1 propriamente ditas, TNF-a, IL-6, IL-10 e
fatores de crescimento (TEXTOR, 2011)

3.3 Interleucina-1

A citocina interleucina-1 afeta basicamente todos o0s tecidos e sistemas organicos; ela é
0 prototipo da citocina pro-inflamatoria, visto que induz a expressdao de uma variedade de
genes e a sintese de uma série de proteinas capazes de induzir alteracGes inflamatorias
cronicas e agudas. Ela ainda age sobre diversas celulas alvo para induzir ou amplificar uma
variedade de mecanismos de defesa, particularmente respostas hematologicas e imunologicas
(DINARELLO, 1991).

A IL-1 possui duas propriedades fundamentais: a primeira é o fato de ser um mediador
de doencas e a segunda o fato de ser um mediador das defesas orgéanicas. Contudo, em
qualquer uma dessas situacdes, a sua producdo excessiva ou prolongada leva a debilitacdo das
funcBes do organismo (DINARELLO, 1991).

A interleucina-1 foi originalmente descrita na década de quarenta como uma proteina
termo-labil encontrada no exsudato granulocitico e que, quando injetada em humanos ou
animais, produzia febre. Atualmente é conhecido seu amplo espectro de atividades tais como
a estimulacdo de linfécitos in vitro, a estimulacdo de condrdcitos e sinovidcitos para produzir
prostaglandina E2 e metaloproteinases neutras (MAY et al., 1990); inibicdo da sintese de
colageno tipo 1, que é caracteristico da cartilagem hialina e aumento da sintese de colageno
tipo I, que é caracteristico das células fibroblasticas; reducdo da sintese de agrecan; producgéo
de espécies reativas do oxigénio (LAURINDO et al., 2007) e diminuicdo da sintese de
proteoglicanos (RICHARDSON e DODGE, 2000).

Muitas células nucleadas sdo capazes de sintetizar IL-1, tais como os mondcitos,
linfocitos T, neutr6filos sanguineos, microglia do sistema nervoso, astrocitos, células
endoteliais, células da musculatura lisa, fibroblastos, células do revestimento sinovial, células
dendriticas da derme, células do epitélio intestinal, gengival e cervical, células dos ganglios
linfaticos, células maternas placentarias e condrécitos (DINARELLO, 1991).

As células sinoviais das articulagbes acometidas por osteoartrite sintetizam varias
citocinas pro-inflamatorias, sendo a mais abundante a interleucina-1 (PELLETIER et al.,

1997) e niveis elevados de IL-1 foram encontrados em liquido sinovial de articulagdes
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acometidas por uma série de lesdes, tais como a osteoartrite equina (MCILWRAITH e
TROTTER 1996).

Os estimulos mais comuns para a transcricdo de IL-1 sdo a endotoxina, outros
produtos bacterianos como as exotoxinas de bactérias Gram positivas, virus, outras citocinas,
componentes do complemento, trombina, sais biliares e metabdlitos de androngénios
(DINARELLO, 1991).

Mcllwraith e Trotter (1996) demonstraram que interleucina-1 é capaz de fomentar
processos metabolicos degradativos na cartilagem e em condrécitos mantidos in vitro,
também € capaz de induzir a producdo de colagenase, radicais perdxido e interleucina-6.
Todos esses fatores estdo intimamente ligados & degradacdo da matriz extracelular da

cartilagem articular.

3.4 Antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1ra)

A existéncia de um antagonista natural do receptor da IL-1 sugere que 0 organismo
construa a sua propria resposta em relacdo a inflamacéo e que a sintese do IL-1ra é uma parte
natural de resolucédo de processos morbidos (BROSSI, 2007).

O antagonista do receptor bloqueia virtualmente todas as respostas bioldgicas
antecipadas com a adi¢do de interleucina-1 a uma cultura de células; também bloqueia a
capacidade da IL-1 de ativar uma proteina-quinase nos fibroblastos, que é um evento bastante
precoce apos a ligacao do IL-1 ao seu receptor. Ele blogueia a atividade dessa citocina tanto
in vitro quanto in vivo e, por consequéncia, a sintese de PGE2 pela sindvia induzida pela IL-1,
além da sintese de colagenase pelos condrécitos (DINARELLO, 1991).

O IL-1ra compete especificamente com a interleucina-1 pela ocupacdo dos receptores
de superficie, mas € incapaz de desencadear respostas tipicas da IL-1 (BRESNIHAN et al.,
1997).

3.4.1 AplicacgOes terapéuticas de IL-1ra

Especialmente na década de noventa, pesquisadores estudaram formas de dar
aplicabilidade terapéutica a descricdo do antagonista natural do receptor de interleucina-1. A
administracdo de IL-1ra em artrite experimental mostrou capacidade de inibir a produgéo de
PGE2 pelos condrdcitos e células sinoviais e a producgdo de colagenase pelas células ativadas

pela IL-1 (AREND et al., 1990). A administracdo intravenosa de IL-1ra mostrou efeitos
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protetores nos tecidos articulares depois da administracdo intra-articular de IL-1
(HENDERSON et al., 1991).

3.5 Indicagdes musculoesqueléticas para a utilizacdo de IRAP

Em equinos, a IRAP tem sido frequentemente utilizado para o tratamento intra-
articular de osteoartrite. Também ¢é utilizada por alguns cirurgides profilaticamente pelo seu
efeito anti-inflamatério e condroprotetor imediato a artroscopia (TEXTOR, 2011).
Experimentalmente, existe suporte para esta pratica, em que na maioria dos estudos in vivo, 0
emprego de IRAP em modelos de osteoartrite inicial, como fratura de fragmento (FRISBIE et
al., 2007) ou transeccdo do ligamento cruzado (CARON et al., 1996) demonstraram respostas
positivas a terapia com IRAP.

Na medicina humana, IRAP é utilizado no tratamento intra-articular de artrite
reumatica (CHEVALIER, 2009), dor lombar de origem neuroldgica (por injecao perineural) e
para lesdes musculares (pela injecéo direta intra-lesional) (WEHLING et al., 2007).

3.6 Estudos em equinos

Cirurgides-pesquisadores de equinos tem contribuido significativamento no estudo da
IRAP e da sua distribuicdo genética em particular (NIXON et al., 2005; FRISBIE et al;. 2002;
MORISSET et al., 2007; BALTZER et al., 2009). De fato, a utilizacdo de IRAP pela terapia
genética atualmente é procedida pelo uso de ACS em cavalos. A transducdo dos fibroblastos
sinoviais por um vetor adenovirus que carregava o gene da IRAP foi a primeira efetuada in
vitro, com consequente producdo de produtos de IRAP pela transducdo das células em cultura.
Posteriormente, o vetor de IRAP foi introduzido em carpos normais de cavalos experimentais
para determinar a dose viral correta e novas concentraces de IRAP produzidas foram
detectadas no liquido sinovial por 28 dias. Finalmente, o vetor de IRAP foi liberado para
cavalos com osteoartrite inicial, 14 dias ap6s a injuria inicial. Efeitos adversos significativos
ndo foram encontrados, porém surpreendentemente, a contagem de leucdécitos foi maior em
articulacGes tratados com o vetor viral. Melhoras na claudicagéo, na efusdo sinovial, tamanho
da lesdo e preservacdo da cartilagem proteoglicana foram relatadas no grupo tratado
(TEXTOR, 2011).

No estudo de ACS, o modelo de fragmento foi novamente empregado e injecdes
articulares de ACS foram realizadas semanalmente durante quatro semanas, comecgando dois

dias apds a cirurgia e comparada ao controle de injecfes de solucdo salina. Como é tipico para
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esse modelo, os cavalos também foram exercitados cinco dias por semana durante o estudo;
um teste mais critico comparado a uma pratica clinica comum de reduzir as atividades depois
da aplicacdo de ACS. A claudicacdo melhorou significativamente no grupo tratado com ACS
nos setenta dias depois da injuria (grau de claudicagdo um de cinco comparado a dois de cinco
no grupo tratado com solucdo salina). Além disso, IRAP continuou sendo detectada no
liquido sinovial depois de trinta e cinco dias do ultimo tratamento com ACS. Apesar da
melhora clinica, ndo foi observada melhora histolégica ou diminuicdo da lesdo e
pesquisadores concluiram que o tratamento com a terapia génica de IRAP produziu um
melhor efeito comparado o obtido no tratamento com ACS (FRISBIE et al., 2007).

Outro estudo sobre terapia genética foi reportado por Morisset et al. (2007) em que
defeitos grandes e completos foram criados no joelho e no carpo. Os cavalos foram tratados
com um vetor adenoviral carreando IRAP e IGF-1 no momento da cirurgia. Nesse estudo, ndo
foram encontradas diferencas significativas entre os animais tratados e os controles. Niveis de

IRAP foram encontrados no liquido sinovial trés semanas apds a transferéncia do vetor.

3.7 Preparo e administracao

IRAP € produzido por uma coleta asséptica de aproximadamente 50 mL de sangue
total em seringa ou recipiente proprio, o qual é preenchido com aproximadamente 200 esferas
feitas de vidro de borosilicato. As esferas tem uma érea de superficie aspera de 22mm? e tem
2.5 mm de diametro. Acredita-se que a interacdo dos mondcitos com a superficie das bolhas
leve a producdo de IRAP (MEIJER, 2003). Depois de um periodo de incubacdo de vinte e
quatro horas a 37°C, o contetdo é centrifugado a 2500 a 3100 g por 10 minutos e o resultado
é aspirado. Aliquotas filtradas de 2 mL sdo usualmente preparadas e as que ndo forem
utilizadas imediatamente sdo congeladas a -20°C para utilizacdo futura. Para prevenir a
degradacdo proteolitica dos peptideos terapéuticos, ele deve ser refrigerado até o uso
(TEXTOR, 2011).

A administracdo de IRAP ¢ realizada utilizando uma técnica estéril e normalmente

emprega uma injecdo de 2 mL uma vez por semana durante 4 semanas (TEXTOR, 2011).
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4 CELULAS TRONCO

A célula tronco € uma celula que tem a capacidade de auto-renovacéo e se diferencia
em um ou varios tipos celulares (RAIMONDO et al., 2006). Elas sdo classificadas, de acordo
com o seu potencial de se desenvolver, em totipotentes, capazes de se diferenciar em todos 0s
tipos celulares existentes nos vérios tecidos do individuo completamente formado ou
desenvolvido; pluripotentes, capazes de se diferenciar em quase todos os tipos de tecidos
embrionarios, exceto placenta e anexos embrionarios; multipotentes, que originam um menor
namero de linhagens celulares; oligopotentes, que originam um nudmero ainda menor de
células quando comparadas as multipotentes; e unipotentes, que se diferenciam em um Unico
tipo celular (WAGERS e WEISSMAN, 2004).

A diferenciacédo dos tipos celulares esta totalmente completa no momento ou logo apés
0 nascimento. Ao longo da vida, varios tecidos do individuo adulto se renovam. Essa
renovacao ocorre gracas a existéncia das células-tronco adultas (CTA) (FUCHS e SEGRE,
2000). Essas celulas sdo ativadas e recrutadas em resposta aos sinais oriundos de tecidos
lesados no organismo (PRESNELL et al., 2002).

Tradicionalmente, considera-se que as CTA tem potencial limitado, embora sejam
capazes de produzir variedades dentro de sua propria linhagem (SOARES, 2005). Segundo
Cookson (2005), a terminologia CTA € adequada quando a fonte é realmente um adulto, mas
enganador quando, como é comum, as células vem de um bebé ou de um feto. O emprego da
terminologia célula tronco somatica (CTS) seria mais adequada a essas células.

A célula-tronco somaética é uma célula multipotente indiferenciada encontrada entre as
células diferenciadas que fazem parte de um tecido ou érgdo cuja funcdo é manter e reparar 0
tecido nos quais sdo encontradas (GROVE et al., 2004). Essa propriedade de auto-renovacao,
isto €, de se diferenciar e originar varios tipos celulares do tecido no qual residem ocorre
diante de sinais especificos do meio ambiente (FUCHS e SEGRE, 2000).

Até 0 momento, as CTS mais estudadas sdo as da medula éssea. Elas apresentam pelo
menos dois tipos de CTS. Um deles sdo as células-tronco hematopoiéticas e o outro as
células-tronco mesenquimais (CTM) (GROVE et al., 2004).

As células-tronco hematopoiéticas sdo células de auto-renovagdo que produzem
progenitoras que se diferenciam em varias células sanguineas maduras como eritrocitos,
linfdcito B, linfécito T, neutrdfilos, baséfilos, eosindfilos, mondcitos, macréfagos e plaquetas
(GROVE et al., 2004).
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As células tronco mesenquimais (CTM) se localizam na medula éssea e em outros
tecidos como o adiposo. Na presenca de um estimulo apropriado, elas se diferenciam in vitro
e in vivo em adipdcitos, condrocitos, osteoblastos, tendcitos, fibroblastos e miofibroblastos
(SMITH e WEBBON, 2005).

InjecBes de CT derivadas do tecido adiposo ja estdo sendo utilizadas como forma de
acelerar a recuperacgdo de lesBes Osseas e da cartilagem de cavalos. Para certas aplicagdes em
seres humanos, essas células também podem ser mais faceis de colher do que as
mesenquimais presentes na medula 6ssea. No entanto, tem sido demonstrado que o vigor
celular diminui @ medida que as pessoas envelhecem. Assim como comumente acontece na
senilidade, onde quando as pessoas mais necessitam que reparos sejam realizados em seu
organismo, as suas células ja ndo poderiam mais ser utilizadas (SOARES, 2005).

Outros tecidos que também apresentam CTA sdo o sangue periférico, figado, trato
gastrintestinal, sistema nervoso periférico, pancreas, vasos sangiineos, coracdo, e dente
(FUCHS e SEGRE, 2000).

4.1 Historia e origem da utilizacao

A terminologia “célula-tronco” é uma tradugdo do inglés “stem cell”. Stem significa
caule, haste. O verbo “to stem” quer dizer originar. Assim, células-tronco tém essa
denominacdo por ser um tronco comum do qual se originam outras células (IGLEZIAS,
2004). Essa versatilidade as tornam a grande promessa para o tratamento de doencas graves
como problemas cardiacos, cancer, disfuncdes neurolégicas, distlrbios hepéticos e renais,
osteoporose entre outras (MAYHALL et al., 2004). Na medicina equina elas sdo uma grande
promessa para o tratamento das lesdes de tecido mole dos membros dos cavalos atletas.

O primeiro relato de caso de pesquisa com células tronco utilizando células
embrionarias foi publicado em 1998, pela equipe do Prof. James A. Thomson, da
Universidade de Wisconsin/EUA. Neste mesmo ano, a equipe do Prof. Jhon D. Gearhart, da
Universidade Johns Hopkins, realizou pesquisas com células tronco fetais humanas. Varios
segmentos da populagdo tem assumido uma posi¢do contraria a este tipo de pesquisa
(GOLDIM, 2006).

No Brasil, a lei de Biosseguranca inclui a questdo da pesquisa com células tronco,
sendo permitido utilizar embriGes produzidos para fins reprodutivos e que ja estavam
congelados anteriormente (GOLDIM, 2006).
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4.2 Células tronco da medula éssea e do tecido adiposo

A medula 6ssea (MO) tem sido a maior fonte para isolamento de CTM. Porém, a
colheita da MO é um procedimento invasivo e 0 nimero, o potencial de diferenciacéo e o
periodo de vida das CTM da MO diminuem com o aumento da idade (KERN et al., 2006).

Quando em cultura, as CTM da MO se aderem rapidamente ao frasco e podem ser
separadas facilmente das células hematopoiéticas ndo aderentes. As col6nias formadas sdo
bastante heterogéneas, com vérias taxas de crescimento, tamanho variado e diferente
morfologia celular (BIANCO et al., 2001).

No tecido adiposo, além de maior facilidade de coleta comparado a medula dssea,
pode-se encontrar cerca de 2% de CTM do total celular lipoaspirado (KINGHAM et al.,
2007), otimizando a colheita e a expansdo celular, enquanto a medula 6ssea possui
aproximadamente 0,001 a 0,01% de CTM do total de células (MIAO et al., 2006). Isso é
interessante na terapia celular aplicada a espécie equina, principalmente porque lesdes em
tecidos como 0ssos e tenddes requerer grandes quantidades celulares para alcancar a eficacia
terapéutica (VIDAL et al., 2007).

O tecido adiposo (TA) é capaz de se expandir e se encolher de forma dindmica ao
longo da vida de uma pessoa. Esta propriedade é mediada pela presenca de células vasculares
e ndo vasculares que produzem uma quantidade de células progenitoras com capacidade
regenerativa. Da mesma forma que a MO, o TA tem origem mesodérmica contendo uma
populacdo de células do endotélio microvascular, musculatura lisa e CT (STREM et al.,
2005).

Assim, o TA é uma alternativa para obtencdo de CTM menos invasiva e em maior
guantidade que a MO. As células oriundas de TA e da MO possuem as caracteristicas tipicas
das CTM: morfologia fibroblastdide, a formacdo de unidade formadora de colénia (UFC), a
capacidade de diferenciacdo multipotencial e a expressdo de um conjunto tipico de proteinas
de superficie (KERN et al., 2006).

As CT podem ser enzimaticamente digeridas do TA e separadas do sobrenadante de
adipocitos por centrifugacdo. Uma populacdo mais homogénea emerge em cultivo, nas
mesmas condigdes de crescimento das CTM. Essa populacdo chamada de células-tronco
derivadas de tecido adiposo tem muitas caracteristicas semelhantes a MO como potencial
proliferativo extenso e capacidade de diferenciagédo (STREM et al., 2005).

In vitro, as células-tronco derivadas de tecido adiposo se diferenciam em linhagens

osteogénicas, adipogénicas, miogénicas e condrogénicas quando tratadas com fatores
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especificos (ZUK et al., 2002). Culturas desse tipo celular geram nodulos que produzem
grande quantidade de moléculas de matriz extracelular como proteoglicanos sulfatados,
colageno tipo Il e IV (STREM et al., 2005).

4.3 Células-tronco e sua aplicabilidade no tratamento de lesdes tendineas e ligamentares

nos membros dos equinos

Devido a baixa eficacia dos tratamentos e ao alto indice de recidiva das lesdes
tendineas e ligamentares associados & descoberta do potencial terapéutico das CT, iniciaram-
se 0s primeiros estudos sobre a aplicabilidade da terapia celular no tratamento das tendinites e
desmites (BARREIRA, 2005).

Como beneficio, a injecdo de CTM na regido danificada gera sua diferenciacdo em
fibroblastos maduros do tenddo ou ligamento, sinalizando a influéncia do tecido na produgéo
de matriz apropriada ao reparo. Além disso, a MO contém alta concentracdo de fatores de
crescimento acelerando a cicatrizacdo (DAHLGREN, 2005).

Os fatores de crescimento sdo peptideos que regulam o metabolismo celular. Eles
induzem a cicatrizacdo tendinea e ligamentar por aumentar a sintese da matriz extra-celular,
promovendo proliferacdo e diferenciacdo celular e estimulando a neovascularizagéo
(DAHLGREN, 2005).

Com o animal em estacdo, sob sedacdo, as CTM da MO tem sido implantadas no local
da lesdo tendinea, guiadas pelo ultra-som. O momento ideal para implantacdo dessas células €
um a dois meses apés a lesdo. Assim, espera-se passar a fase de debridamento e o inicio da
formacdo de um leito de tecido de granulacdo, que sera um
suporte para as células implantadas. Apds o implante, os animais entram em um regime
controlado de exercicios com avaliacdes ultrassonograficas a cada dois ou trés meses, e
podem retornar ao treinamento apo6s 48 semanas (SMITH e WEBBON, 2005).

Barreira (2005) induziu leséo do tend&o flexor digital superficial com colagenase e, de
forma diferente de Smith e Webbon (2005), ap6s quatorze dias, fez a aplicacdo das CTM.
Essa aplicacdo, guiada pelo ultra-som, foi realizada com o animal em estagdo, sob sedagéo e
bloqueio regional dos nervos palmares medial e lateral. Apos quinze dias, foi iniciado
exercicio leve (andar a passo por cinco minutos, uma vez ao dia) que foi aumentando em
cinco minutos a cada doze dias até o dia 48. Aos 48 dias pos terapia celular, houve uma
melhora da lesdo tendinea, confirmada por meio de avaliagdo ultrasonogréfica,

histopatoldgica e imunoistoquimica.
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Herthel (2001) relatou um estudo retrospectivo (1991-1998) do tratamento de cem
cavalos que apresentavam lesdes no LS e que foram tratados com injecéo intralesional de CT
autologa, associada a componentes da MO para estimular a cicatriza¢do natural do ligamento.
Esse autor obteve 90% de sucesso no tratamento da desmite desses animais.

Mountford et al. (2006) trataram um cavalo com uma leséo no ramo lateral do LS, que
em quatro meses ndo obteve cura, com CTM coletadas da MO e cultivadas por dezessete dias.
Apdbs dezenove meses, depois de completa recuperacédo e retorno ao trabalho, esse animal foi
eutanasiado por razdes no relatadas. A histologia foi encontrada evidéncia de melhora da
cicatrizagao e formacéo de tecido semelhante ao LS.

O baixo numero de CTM obtidas no aspirado da MO pode ndo ser adequado em
promover os efeitos benéficos dessa terapia. Grandes volumes (20 a 30 mL seriam necessarios
e esses produziriam lesGes mecanicas na matriz extra celular. Além disso, um alto nivel de
TGF-B1 (fator de crescimento) no fluido aspirado pode resultar em excesso de formacdo de
tecido cicatricial, 0 que ndo seria benéfico na cicatrizagdo de tenddes flexores e ligamentos,
pois esses teriam sua elasticidade diminuida (DAHLGREN, 2005).

4.4 Colheita de células-tronco adultas nos equinos

Sdo descritas duas modalidades de recuperacdo de CTA nos eqliinos. Uma é a
utilizacdo de CTM obtidas do TA e a outra € através da punc¢do da MO.

As CTM podem ser obtidas por meio de aspiracdo de sangue diretamente da MO do
individuo. O método tradicional de coleta é puncédo esternal com o animal sob anestesia geral
e em decubito dorsal. Uma outra forma de abordagem esternal seria com o animal em estacao
(BARREIRA, 2005).

Os locais possiveis para a puncdo de MO em animais adultos sdo os 0ssos do esterno,
costela e cranio, e 0s 0ssos longos como umero, fémur e tibia, pois nestes locais ha uma
constante funcdo hematopoiética. O esterno € um local frequentemente utilizado para se obter
amostras de MO em equinos, pois a atividade hematopoiética persiste na esternébra ao longo
da vida, 0s 0sso0s ndo sdo cobertos por uma grande massa muscular, e a cavidade medular é
coberta por uma fina camada de 0sso, facilitando 0 acesso a essa regido. As desvantagens da
puncdo neste local séo a posicdo desconfortavel e perigosa em que o coletor € forcado a
assumir na obtencdo das amostras e a relativa proximidade dos 6rgdos vitais, incluindo o

coragdo (BARREIRA, 2005). Pode-se também aspirar MO da tuberosidade coxal com o
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animal em estacdo ou decubito. Uma agulha seria introduzida na protuberancia e direcionada
caudoventralmente e, a seguir, aspira-se a medula (SUTTER, 2007).

Outra metodologia é a coleta no esterno € realizada com o animal em estacdo sob o
efeito de sedacdo e bloqueio anestésico do sub-cutdneo, mdsculo e regido préxima ao
periosteo. Faz-se entdo, uma pequena incisdo de pele e subcutdneo com lamina de bisturi 11,
permitindo a introducdo da agulha na musculatura por 4 a 6 cm de profundidade até chegar na
superficie da esternébra. Apos sentir a extremidade 6ssea na superficie da agulha, faz-se uma
pressdo sobre a mesma permitindo sua penetracdo por mais 4 a 5 cm até que a agulha fique
firme. Faz-se entdo uma aspiracdo nas células da MO com o auxilio de uma seringa de 20 mL,
sem anti-coagulante. Para conferir se 0 material é realmente da MO realiza-se um esfregaco
(BARREIRA, 2005).

Apbs a coleta da MO do equino, o material € encaminhado ao laboratério onde as
CTM séo recuperadas e expandidas, in vitro, até um nimero de 4x10° células. Essas s&o ento
ressuspendidas em um sobrenadante oriundo da MO e aplicadas no animal. Uma desvantagem
desse método é que o material fica no laboratorio por trés a quatro semanas e, durante esse
periodo pode se desenvolver um tecido cicatricial na lesdo do animal (DAHLGREN, 2005).

O TA pode ser colhido da regido proximal abaxial da cauda de forma simples, com o
animal em estacédo e enviado ao laboratdrio para isolamento de células nucleadas, uma porgao
das quais séo CTM (DAHLGREN, 2005). Geralmente, essa regido possui uma grande
guantidade de TA, mesmo em animais com escore corporal 2 (SPEIRS, 1999). Em um
periodo de quarenta e oito horas essas células sdo encaminhadas ao veterinario e podem ser
aplicadas nos tenddes ou ligamentos lesados. O volume empregado varia de acordo com o
tamanho da lesdo (DAHLGREN, 2005).

4.4.1. ComplicacGes da punc¢do de medula 6ssea nos equinos

Quando se utiliza contencdo e sedacdo adequadas, as complicagdes decorrentes da
puncado aspirativa da MO sdo minimas. As infec¢des iatrogénicas sao minimizadas por meio
da utilizacdo de assepsia e antissepsia adequadas, uso de luvas e instrumentos esterilizados.
Quando se utiliza o esterno ou a aproximacdo costal, deve-se ter cuidado de introduzir a
agulha diretamente na esternébra ou costela para evitar entrar na cavidade toracica. O risco de
pneumotorax, hemorragia incontrolada ou laceragéo cardiaca pode ser diminuido pelo uso da

vigilancia e monitoria da agulha durante o procedimento (BARREIRA, 2005).
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4.5 Protocolo de aplicacdo de células-tronco em tendé&o e ligamentos

A aplicacdo das células-tronco obtidas deve ser feita somente apds a delimitacdo da
lesdo por exame ultrassonogréafico. Para as aplicacdes percutaneas, deve ser feita uma sedacéo
no animal utilizando detomidina e butorfanol, e um bloqueio anestésico local somente deve
ser realizado se 0 animal apresentar sensibilidade local a aplicacdo, mesmo ap0s a sedagdo. O
transdutor do aparelho de ultrassom deve ser envolvido por uma embalagem estéril e deve ser
utilizado um gel estéril. As agulhas devem entdo ser introduzidas em um angulo agudo em
relacdo a pele e deve entdo ser guiada pelas imagens ultrassonograficas. O material deve ser
aplicado em vérios pontos, com um centimetro proximal e distal & lesdo. O procedimento
deve ser guiado por ultrassom diagnéstico a fim de verificar o ponto exato da aplicacdo
(RICHARD; MITCHELL, 2005). Segundo Herthel (2001), a primeira publicacdo de injecéo
percutanea de células-tronco provenientes de medula dssea foi publicada em 1987 por Pierce
of Amgen, Inc.

O animal é mantido com bandagem estéril no membro por duas a quatro horas depois
do tratamento e aplica-se gelo por trinta minutos ao redor do local afetado. Esse procedimento
deve ser realizado duas vezes ao dia, durante trés dias. Os animais devem receber 500mg de
flunixin meglumine, duas vezes ao dia, via oral, por cinco dias apds o tratamento, e devem
caminhar puxados, duas vezes ao dia, por dez a quinze minutos, a partir do dia seguinte ao
tratamento. Realiza-se exame ultrassonografico com cinco dias para verificar a resposta ao
tratamento e apos trinta dias, comeca a caminhar montado, realizando-se um novo exame
ultrassonografico (RICHARD; MITCHELL, 2005).

Caso o animal se mantenha sem dor, aumenta-se cinco a dez minutos de exercicio, a
cada semana, até retornar ao exercicio normal. O animal & monitorado com exame
ultrassonografico a cada trinta dias, até que se completem 120 dias apds o tratamento ou até

que se verifique completa recuperacéo do animal (RICHARD; MITCHELL, 2005).
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5 CONCLUSOES

Com a realizacdo desta revisdo bibliografica pode-se concluir que mesmo com o
avanco da ciéncia, o trabalho com equinos exige dedicacdo, sensibilidade e amplo
conhecimento por parte do profissional. A crescente participacdo de equinos nas mais
variadas modalidades atléticas vem acompanhada de aumento nas incidéncias inflamatorias
em seu esqueleto apendicular. Proporcionalmente crescente é a procura por terapias que
venham a antecipar a resolucéo do processo com a menor quantidade de sequelas associadas a
ele.

O plasma rico em plaquetas € um preparado do sangue total que deve apresentar entre
trés a cinco vezes mais plaguetas que os niveis fisioldgicos. As plaquetas armazenam grande
guantidade de fatores de crescimento, que sdo peptideos sinalizadores os quais regulam o
metabolismo celular, resultando na proliferacdo e diferenciacdo celular, como também no
aumento da producdo da matriz extracelular. Do mesmo modo, por ser um produto autélogo,
com método de coleta ndo invasivo e de rapida preparacdo, o PRP é uma terapia indicada para
o tratamento de lesGes musculoesqueléticas em equinos.

No que diz respeito a terapéutica com IRAP, atualmente, acredita-se que 0s processos
patologicos subjacentes a artropatias representem falha na manutencdo do mecanismo
homeostatico normal da cartilagem articular; em Gltima instancia, esta homeostase poderia ser
definida como um balanco entre processos anabdlicos e catabolicos da cartilagem em face ao
estresse a ela imposto. Nesse sentido, as citocinas sdo as responsaveis pelo orquestramento
dos eventos moleculares envolvidos nos processos anabdlicos e catabdlicos da matriz
extracelular da cartilagem articular. A identificacdo das principais citocinas inflamatorias
abriu um novo leque de opcGes para o tratamento das enfermidades inflamatérias articulares.
Além do potencial farmacoldgico, o estudo da natureza deste controle regulatorio peptidico
nos tecidos normais levou a importantes conclusdes a respeito da etiopatogenia da osteoartrite
em equinos.

Recentemente, tratamentos baseados no potencial de células tronco e fatores de
crescimento em melhorar o reparo tecidual tem atraido a atencdo de veterinarios atuantes na
clinica de equinos atletas e pesquisadores no tratamento de tendinites e desmites. As células-
tronco mesenquimais sdo células-tronco ndo hematopoiéticas e possuem propriedades
multipotentes de diferenciagdo, podendo originar no organismo células de linhagem
mesenguimal e ndo mesenquimal. Estas células podem, portanto, dar origem a linhagens de

células dsseas, cartilaginosas, adiposas, musculares, hepaticas, endoteliais, epiteliais e
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neurogénicas e por isso tem sido consideradas uma fonte atrativa de regeneragédo tecidual.
Devido aos excelentes resultados obtidos em pesquisas com células-tronco e suas
aplicabilidades promissoras, a terapia com estas células encontra-se em momento de maxima
ascensdo, estimulando assim, inUmeras pesquisas.

Atualmente, a utilizacdo de terapias celulares é uma realidade na clinica de equinos e
tende a crescer muito nos proximos anos. Para isso, maiores pesquisas devem ser realizadas
para que se possa chegar a um tratamento regenerativo adequado, com o objetivo de recuperar

as estruturas e funcdes originais do tecido lesado.
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