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RESUMO

Os equinos sdo animais muito utilizados em eventos esportivos, sendo, desta forma, propensos a sofrer acidentes
que podem levar a lesdes articulares e oOsseas. Na rotina clinica, artificios como o uso de raio X e
ultrassonografia sao de grande importancia para que o correto diagnostico seja feito e a conduta clinica possa ser
melhor planejada. Além disso, alguns biomateriais, como o plasma rico em plaquetas (PRP) e células-tronco
mesenquimais (CTMs), tém se inserido nos protocolos terapéuticos, demonstrando grande efetividade no
tratamento desse tipo de lesdo, devido a grande quantidade de fatores de crescimento presentes em ambos os
biomateriais. O PRP € um derivado sanguineo, caracterizado pela alta concentracdo plaquetaria. Foi produzido a
partir de duas centrifugagdes, a primeira para separar o plasma das hemacias e a segunda para concentrar as
plaquetas. As CTMs foram isoladas de tecido adiposo, cultivadas, transportadas e aplicadas de forma autologa,
assim como o PRP. No presente relato, um equino, fémea, Brasileiro de Hipismo com 8 anos, foi diagnosticado
com desmopatia nos ligamentos colaterais da articulacdo interfalangica distal e foi tratado com PRP e CTMs, de
forma associada e sequencial. Foi encontrada uma melhora do quadro clinico, significativa, em comparagdo aos
dados encontrados na literatura, demonstrando grande potencialidade do uso associado de PRP ¢ CTMs no
tratamento de lesdes ligamentares.
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ABSTRACT

Horses are animals widely used in sporting events and are therefore prone to accidents that can lead to joint and
bone injuries. In the clinical routine, devices such as the use of X-ray and ultrasound are of great importance for
the correct diagnosis to be made and the clinical conduct can be better planned. In addition, some biomaterials
such as platelet-rich plasma (PRP) and mesenchymal stem cells (MSCs) have been included in the therapeutic
protocols, demonstrating great effectiveness in the treatment of this type of injury due to the large amount of
growth factors present in both biomaterials. PRP is a blood derivative, characterized by high platelet
concentration. It is produced from two centrifugations, the first to separate plasma from red blood cells and the
second to concentrate platelets. MSCs were isolated from adipose tissue, cultured, transported and applied
autologously, as well as PRP. In the present report, an 8-year-old female Brazilian equestrian horse was
diagnosed with desmopathy in the collateral ligaments of the distal interphalangeal joint and was treated with
PRP and MSCs in an associated and sequential manner. A significant improvement in the clinical picture was
found in comparison to the data found in the literature, demonstrating great potential of the associated use of
PRP and MSCs in the treatment of ligament injuries.
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INTRODUCAO

A terapia regenerativa estd consolidada, nacional e internacionalmente, como
alternativa de altissimo valor para o tratamento clinico e cirurgico, em multiplas espécies
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animais, com destaque para equinos e caninos (MALHOTRA et al., 2013; BROECKX et al.,
2014; LAITINEN et al., 2016; WAHL et al., 2015; ZHOU et al., 2016; ORSI et al., 2017).

Na medicina equina, devido ao grande esforgo fisico exigido em competi¢des,
observa-se uma alta incidéncia de lesoes tendineas, ligamentares e articulares. A partir disso,
o trabalho em excesso tem sido responsavel por diversas patologias do sistema locomotor,
devido a sobrecarga de estruturas anatomicas (PORTAL, 2016). A terapia regenerativa,
mediante uso de células-tronco mesenquimais (CTMs) e plasma rico em plaquetas (PRP), tem
ganhado destaque crescente no tratamento de de lesdes em cavalos de alta performance
(BROECKX et al., 2014).

As CTMs se localizam na medula 6ssea e em outros locais, como o tecido adiposo.
Na presen¢a de um estimulo apropriado, elas se diferenciam, in vivo e in vitro, em adipécitos,
condrocitos, osteoblastos, tendcitos, fibroblastos e miofibroblastos, além de sintetizar
multiplos fatores que promovem a regeneragao ¢ o remodelamento tecidual (BITTENCOURT
et al., 2016). Outro aspecto refere-se a capacidade de reconhecimento de moléculas teciduais
quimiotaticas, tropismo e capacidade migratoria, desta forma, as CTMs identificam, se
direcionam e habitam tecidos alterados, lesionados, inflamados e/ou fibrosados
(MELESHINA et al., 2015).

O PRP ¢ um bioproduto derivado do plasma sanguineo, que possui alta concentracao
plaquetaria, variando em cerca de 3 a 5 vezes acima do valor de referéncia para sangue total,
nas diferentes espécies (BURNOUF, 2013). Interessantemente, na perspectiva do reparo
tecidual envolvido na fisiologia do processo regenerativo e cicatricial, a acdo de plaquetas ¢
marcadamente influenciada pela acdo de fatores de crescimento, como o fator [ de
crescimento transformador (TGFP), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o
fator de crescimento fibroblastico (FGF), entre outros, que auxiliam e favorecem a
proliferacdo celular, a angiogénese e a formagao de tecido de granulagdo (ANITUA, 2007).

E nesse amplo espectro funcional que reside o vasto potencial terapéutico das CTMs
e do PRP, bem como sua aplicabilidade comercial para o segmento veterinario e
biotecnoldgico (BITTENCOURT et al., 2016). Até a atualidade, CTMs e PRP tém sido
utilizados na terapia regenerativa de forma majoritariamente isolada, embora possa haver um
efeito complementar se utilizados de forma associada, haja vista a mobilizacao simultanea de
seus componentes, durante o processo regenerativo fisiologico (ANITUA, 2007). Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi relatar o uso de PRP e CTMs no tratamento de
desmopatia dos ligamentos colaterais da articulagdo interfalangica distal em equino.

ATENDIMENTO AO PACIENTE

Foi atendido um equino, fémea, da raga Brasileiro de Hipismo com 8 anos de idade,
pesando 550kg, com historico de claudicagdo aguda e subita, grau IV no membro anterior
esquerdo. Nao foi administrada medicagdo, passando diretamente para o exame clinico.
Durante o exame clinico, foi observado que o animal sentia bastante dor ao colocar o membro
no solo, foi realizado o exame da pinga de casco, com resultado negativo. Foi observado
também aumento de volume na regido dos ligamentos colaterais. Ao teste de palpag¢do houve
muita rea¢do, demonstrando dor intensa. Como o local de dor ja havia sido identificado, nao
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foi necessario realizar testes de flexdo e o animal foi encaminhado direto para o exame de raio
x, sendo possivel identificar a presenca de ostedfitos do aspecto dorsal das articulagdes
interfalangianas proximais e distais, no aspecto palmar da segunda falange e na superficie
articular do sesamoide distal.

Associada ao exame radiografico, foi também realizada ultrassonografia da regido da
quartela, para avaliagdo dos ligamentos colaterais da articulacao interfalangeana distal.
Observou-se moderado (1,42cm) e importante (1,70cm) aumento de espessura e abaulamento
de central a periférico do ligamento colateral lateral e medial da articulagdo interfalangeana
distal, respectivamente (Fig. 01 e 02), assim como contornos irregulares, ecotexturas
heterogéneas e moderada perda de paralelismo entre suas fibras ligamentares.
Adicionalmente, foi visibilizada discreta e importante irregularidade da superficie 6ssea da 2*
falange, em topografia de éntese do ligamento colateral lateral e medial, respectivamente.

Emergency

Figura 01: Imagem no plano transversal do LCM da articulagdo interfalangica distal, em
regido de éntese proximal (2* falange), antes da aplicagdo de PRP e CTMs.

Obs.: O LCM mediu 1,70 cm de espessura. As setas amarelas indicam uma superficie dssea irregular da 2?
falange, sugerindo importante entesopatia.

16:17:15 AP 100% MI16TIS0.2 Emergency

Tlds Abdomen

Figura 02: Imagem no plano transversal do LCL da articulagdo interfalangica distal, em
regido de éntese proximal (2* falange), antes da aplicagdo de PRP e CTMs.

Obs.: O LCL mediu 1,42 cm de espessura. A seta amarela indica uma discreta irregularidade da superficie dssea
irregular da 2* falange.

Dentre as impressoes diagndsticas, pode-se sugerir desmites cronicas dos ligamentos
colaterais da articulacdo interfalangeana distal em regido de éntese proximal (afec¢do mais
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acentuada no ligamento colateral medial), moderada entesopatia da éntese proximal do
ligamento colateral medial, e discreta desmopatia do ligamento sesamoide reto.

Apds o diagnostico, o animal foi encaminhado para o tratamento baseado no uso
associado de PRP e CTMs:

(i) Producdo de PRP: foram utilizados 10 tubos de sangue de 5SmL, com anticoagulante
citrato de sodio (BD Vacutainer”). Foi utilizado o sistema de processamento sanguineo
baseado no uso de duas centrifugacdes consecutivas (DHURAT et al., 2014). O sangue total
foi inicialmente aliquotado em dois tubos, de 50mL e 25mL cada. A primeira centrifugagao,
procedida para separar as hemadacias do plasma sanguineo, foi realizada a 720g, por 10
minutos, em temperatura de 15 °C. Em ambiente estéril, o plasma sanguineo foi retirado e
redistribuido em tubos de 50mL, para a segunda etapa de centrifugacdo, que foi executada a
2170g, por 20 minutos, em temperatura de 15 °C (Fig. 03). Apds a segunda etapa, o plasma
pobre em plaquetas, presente no sobrenadante, foi descartado e os SmL finais de cada tubo foi
armazenado em seringas de S5mL, colocado em caixa de transporte com gelo,
aproximadamente a 15 °C, para transporte at¢ a hipica e utilizagdo imediata, ou seja, em
média de 20 minutos apds seu processamento.

Figura 03: Processamento e aplicacdo de PRP.

OBS.: (3a) Produto obtido apds a primeira centrifugag@o para separacdao do plasma das células vermelhas; (3b)
Plasma apos a segunda centrifugacdo para separacdo do sobrenadante (plasma pobre em plaquetas) e PRP (SmL
finais).

(ii) Preparo de CTMs isoladas de tecido adiposo: a coleta de tecido adiposo foi realizada a
partir do proprio paciente para posterior aplicacdo autdloga. Durante o procedimento de
coleta, o animal foi mantido em tronco de contencdo, sedado por via intravenosa, com
Detomidina (Agener Unido) 40ug/kg, e submetido a anestesia local, com 10mL de Lidocaina
2% (Hipolabor). A coleta de gordura foi realizada na regido acima do musculo glateo dorsal
(base da cauda), conforme Carvalho et al. (2011). O material foi enviado ao laboratorio sob
refrigeracdo em caixas de isopor, para isolamento, cultivo e multiplicacdo celular.

O isolamento das CTMs foi realizado de acordo com Carvalho et al. (2011), com
modificacdes. O tecido adiposo foi lavado com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS -
phosphate-buffered saline) adicionada de 1% de solugdo antibidtica/antimicética (Sigma-
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Aldrich, EUA), fragmentado com o uso de bisturi e submetido ao processo de digestdo
enzimatica com colagenase tipo 1 (Invitrogen, USA), na concentracdo de Img/mL, a 37 °C
por 60-90 minutos. O material digerido foi filtrado e centrifugado para concentragdo das
CTMs. O processo de cultivo celular foi procedido em meio DMEM - dulbecco minimal
essential medium (Gibco, EUA), adicionado de solu¢do antibiodtica/antimicotica 1% (Sigma-
Aldrich, EUA) e soro fetal bovino 10% (Gibco, EUA), em incubadora a 37 °C com umidade
saturada e 5% CO até a terceira passagem. Antes da aplicagdo, as células foram tripsinizadas,
o meio de cultivo foi descartado e as células passaram por banhos sucessivos com PBS, para
eliminar vestigios do soro fetal bovino, que pode ser imunogénico. O tubo de 15mL, com o
pellet de células, foi adicionado de 3mL de PBS, homogeneizado e centrifugado a 1200rpm,
por 10 minutos, esse processo foi repetido mais duas vezes. As células foram armazenadas em
uma caixa de isopor com gelo e transportadas até o local de aplicacao.

(iii) aplicacdo de PRP e CTMs: Para a aplicagao de PRP e CTMs, o animal foi mantido em
brete de contengao e sedado por via intravenosa, com o uso de Detomidina (Agener Unido)
40pg/kg. O procedimento foi realizado apds a delimitacio da lesdo por exame
ultrassonografico. Em seguida, foi realizada a tricotomia e antissepsia do local. Foram
aplicados 3mL de PRP por via periligamentar, divididos em 0,2mL por ponto de aplicacdo,
seguido por 2mL pela via intracapsular, na articulagcdo interfalangeana distal, guiado por
ultrassonografia (Fig. 04). O animal permaneceu em repouso e estabulado em baia apos a
aplica¢ao de PRP.

25

Figura 04: Aplicacdo de PRP guiada por ultrassonografia.

Trinta dias apds a aplicacdo de PRP, o animal foi submetido ao tratamento com
CTMs, recebendo uma aplicagdo de aproximadamente 25 x10° de células diluidas em 2,5mL
de PBS. Para isso, 1,5mL foram aplicados por via perilesional, sendo divididos em pontos de
aplicacdo de 0,2mL cada, e ImL na articulagdo interfalangeana distal. O animal permaneceu
em repouso por um periodo de quinze dias. Apds esse prazo, foi iniciado um protocolo de
reabilitagdo, com exercicio controlado, durante trinta dias. Inicialmente, o equino realizou
atividade puxado ao passo, durante 15 minutos, por dez dias. Em seguida, foi recomendado
passo durante 15 minutos e 10 minutos de trote em guia realizada pelo tratador, durante dez
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dias. Nos ultimos dez dias, foi iniciado o passo montado por 10 minutos e passo ao trote por
10 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O repouso e o exercicio controlado sao fundamentais na recuperacao e tratamento de
lesdes nos ligamentos colaterais (LCs) da articulagdo interfalangica distal (IFD) e devem ser
rigorosamente respeitados, de forma a permitir uma adequada cicatrizagdo dos ligamentos.
Este processo de cicatriza¢do pode demorar cerca de cinco meses (TURNER e SAGE, 2002).
Em relagdo ao tratamento, ¢ indicado o uso de anti-inflamatorios sistémicos, infiltragdes
articulares com acido hialuronico e corticosterdides, no entanto, novas terapias intralesionais,
baseadas no uso de PRP, CTMs, fatores de crescimento e outros produtos bioldgicos, tém sido
relatadas com bastante frequéncia na clinica de equinos (RABBA et al., 2011).

No presente estudo, sete dias apos a aplicagao de PRP, foi observado que o animal ja
apresentava melhora do quadro clinico, auséncia de claudicagdo (grau 0) ao passo ¢ maior
intensidade ao colocar o membro no solo. Ao trote, ainda apresentava claudicacao grau 2,
porém, havia auséncia de dor ao realizar pressao sobre a regido referente ao ligamento
colateral medial. Trinta dias ap6s o tratamento com PRP, o animal passou por um novo exame
fisico e ultrassonografico, onde foi observada uma melhora significativa, por meio da
auséncia de claudicagdo ao passo e moderada ao trote.

O efeito terapéutico do PRP esta embasado no fato de que as plaquetas comecam a
secretar fatores de crescimento e outras moléculas bioativas cerca de 10 minutos apos sua
ativacdo e permanecem secretando-os por até sete dias (SENZEL et al., 2009). Os diversos
fatores e moléculas secretadas constituem peptideos sinalizadores importantes na reparagao
tecidual, pois promovem diferenciacdo, quimiotaxia ¢ indu¢ao de migragao celular, além de
promover a sintese de matriz extracelular (ANITUA et al., 2004; EVERTS et al., 2006).
Clinicamente, os resultados deste trabalho estdo de acordo com os relatos de Carmona et al.
(2009), que descreveram resultados favoraveis ao uso de PRP no tratamento de casos de
desmites e osteoartrites, obtendo melhora clinica no grau de claudicacdo (DL) e derrame
articular (JE) em todos os animais tratados com concentrado de plaquetas autélogo do estudo.

Trinta dias apds a aplicacdo de PRP, foi realizada a infiltragdo de CTMs. Esse
intervalo de tempo foi necessario em virtude da indisponibilidade de CTMs para aplicagdo
imediata, assim que o animal apresentou a lesao. Nesse sentido, foi primeiramente necessario
realizar a coleta de tecido adiposo, o cultivo e a multiplicagdo celular em laboratério. O
tratamento com CTMs foi baseado em resultados favoraveis reportados por diversos estudos
que utilizaram esta abordagem no tratamento de lesdes ortopédicas, tendinosas e ligamentares
(RICHARDSON et al., 2007; MONTEIRO et al., 2008; NIXON et al., 2008). Nesse sentido,
tem sido demonstrado que CTMs produzem um conjunto diversificado de moléculas
bioativas, muitas delas com papel imunomodulador (AGGARWAL e PITTENGER, 2005),
assim como sintetizam multiplos fatores que promovem a regeneragdao ¢ o remodelamento
tecidual (CAPLAN e CORREA, 2011), através de rotas bioquimicas que envolvem atividades
como inibi¢ao da apoptose, estimulo da angiogénese, mitogénese e efeito antifibrotico
(SORRELL et al., 2009).
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Quatro meses apds a aplicacdo do PRP e trés meses apos a aplicacdo de CTMs, um
novo exame ultrassonografico foi realizado. Na avaliacdo ultrassonogréfica, os ligamentos
colaterais da articulacdo interfalangeana distal em regido de éntese proximal (2* falange)
apresentaram contornos irregulares e ecotexturas moderadamente heterogéneas. O ligamento
colateral medial e lateral apresentaram-se abaulados e medindo aproximadamente 1,65cm e
1,17cm de espessura, respectivamente. Adicionalmente, observou-se moderada irregularidade
da superficie 6ssea em regido de éntese proximal do ligamento colateral medial. Desse modo,
comparando o exame ultrassonografico anterior e apos a aplicagdo de PRP e CTMs, podemos
inferir que houve melhora da desmite cronica e resolu¢do do processo de reagudizagdo
verificado em ambos os ligamentos colaterais distais, uma vez que estes ligamentos
apresentaram redu¢do de suas respectivas espessuras, ecotexturas menos heterogéneas e
auséncia de perda de paralelismo entre suas fibras ligamentares. Além disso, verificou-se
redug¢do da irregularidade das superficies Osseas da 2* falange, em regido de éntese do
ligamento colateral medial, sugerindo também melhora do quadro de entesopatia do
respectivo ligamento. Na éntese proximal do ligamento colateral lateral, ndo foi mais
observada discreta irregularidade 6ssea.

b Viana 28/02/2020 17:49:50 AP 100% MI1.8TISD.2 Emergency
iana 20200228 173057 6A90 Tlds Abdomen

M
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Figura 04: Imagem no plano transversal do ligamento colateral medial (LCM) da articulagdo
interfalangica distal, em regido de éntese proximal (2* falange), apds aplicacdo de PRP e
CTMs.

Obs.: O LCM mediu 1,65cm de espessura. A seta amarela indica uma discreta irregularidade da superficie 6ssea
da 2? falange.

Embora terapias com PRP e CTMs tenham se popularizado como importantes opgdes
terapéuticas para a clinica e cirurgia animal, pode-se inferir que o seu efeito regenerativo, no
tratamento de multiplas lesdes, poderia ser otimizado se forem usadas em associagdo
(PITTENGER, 1999; BARBASH et al., 2003; BIEBACK ef al., 2012; KANG et al., 2012).
Essa afirmativa estd embasada no fato de haver complementaridade no que se refere a
diversidade de fatores de crescimento secretados e efeitos exercidos através do uso
terapéutico de PRP e CTMs. Exemplificando, CTMs apresentam um potente efeito
imunomodulador quando comparado ao PRP, enquanto alguns fatores de crescimento, como o
PDGF (platelet-derived growth factor), sao fornecidos em concentragdo consideravelmente
superior a partir do uso de PRP em comparagdo a CTMs (MEIRELLES et al., 2008;
KUSHIDA et al., 2014). Ainda, o PRP oferece um microambiente favoravel para proliferagao
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e diferenciacdo de CTMs, além de atrair populagdes de CTMs enddgenas, acelerando o
processo de regeneragao tecidual (RUBIO et al., 2005; YAMADA, 2011).

Baseado na escala definida pela American Association of Equine Practitioners -
AAEP (SWANSON, 1984), o animal apresentava grau 4 (escala de 0-5) de claudicagao,
quando foi examinado pela primeira vez, e evoluiu para grau 1, apds quatro meses de
tratamento utilizando PRP e CTMs. Observou-se, neste caso, uma melhora clinica precoce,
avaliada por meio da diminui¢ao do grau de claudicagdo, acompanhada de um aumento da
qualidade ligamentar analisado por ultrassonografia, quando comparado a quadros resultantes
de tratamentos convencionais que ndo utilizam PRP e/ou CTMs. Os resultados favoraveis
alcancados no presente estudo envolvendo o tratamento de lesdo ligamentar corroboraram a
potencialidade do uso de PRP e CTMs de forma associada.

CONCLUSOES

Esse estudo demonstrou, por meio de avaliagdes clinicas e ultrassonograficas, que o
uso de PRP e CTMs, de forma associada, resultou na recuperagdo precoce de um quadro de
desmopatia dos ligamentos colaterais da articulagdo interfalangeana distal. Estudos
posteriores direcionados a realizagdo de ensaios clinicos em maior escala e incluindo analises
histologicas mais detalhadas deverdo ser realizados para investigar de forma mais ampla e
profunda a efic4cia alcangada com o uso associado de PRP e CTMs, no tratamento de lesdes
ligamentares.
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