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RESUMO

Para avaliar dois protocolos de terapia celularamaro de lesdes do ligamento suspensorio, um com
células oriundas de medula 6ssea e outro com séultivadas oriundas de tecido adiposo, utilizasam
seis equinos. Foi induzida lesédo no ligamento susp® nos quatro membros de todos os animais. Essa
lesdo foi obtida cirurgicamente por meio de pegéiwade punch para bidpsia com 0,6cm de diametro.
Cada membro de cada animal recebeu um tipo demieata: injecdo de soro fisiolégico no grupo
controle positivo (GCP), de células cultivadas das de tecido adiposo (GTA), de células colhidas d
medula 6ssea (GMO), ou nenhuma injecdo no grupdraiennegativo (GCN). Os animais foram
avaliados clinicamente e por ultra-sonografia porperiodo de 77 dias. O método utilizado promoveu
lesbes homogéneas e facilmente identificaveis dm-sbm, sem interferir significativamente na
locomogédo ou alimentag@o dos animais, demonstraedom modelo adequado ao estudo do reparo do
ligamento suspernsorio. As alterag6es clinicagtiada discretas a leves e ndo diferiram entre gr{ipos

> 0,05). Houve aumento na area do ligamento nessedo (recente em GCN e tardio em GMO e GTA),
contudo ndo se observaram alteragdes significatimaglimensdes e na ecogenicidade das lesBes.rApesa
dos exames clinicos e ultra-sonogréficos utilizad&s mostrarem diferengas entre grupos no periodo
estudado, novos estudos utilizando o tecido collsigidio necessarios para verificar qualquer possivel
efeito dos tratamentos. Conclui-se que o métodzzadi foi eficiente em induzir leses ligamentares
sem afetar significativamente a salde dos cavatpees terapias celulares empregadas ndo proguzira
reacdes clinicas adversas quando comparados aoslesn

Palavras-chave equinos, ligamento suspensoério, células da methdaa, células do tecido adiposo
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate two protoobtsellular therapy in suspensory ligament repaimg
using cells from bone marrow and the other usints deom adipose tissue. The lesion in the suspgnso
ligament was surgically produced with a biopsy pgumdgth 0.6cm diameter, in six horses. A different
treatment was applied in each leg of all horsedadlew: injection of 0,9% NaCl isotonic saline ihe
positive control group (GCP), cells originated byipose tissue culture (GTA) or cells from bone
marrow, or even no kind of treatment (GCN). Horsese evaluated by clinical and ultrasonografic
examination for a 77-days period. The method indua@mogenous lesions that were easily identified by
ultrasound. No effect on animal locomotion and fegdwas observed. There were mild clinical
alterations, not different among groups or timesobgervation (P > 0,05). An increase in the ligatnen
was observed early in GCN and later in GMO and GjrAups, however there were no significant
changes in dimensions and echogenicity of therasialthough the physical and ultrasonografic exams
did not show any differences among groups, othethdéu studies using the collected tissue were
necessary to evaluate any possible effect of hatrtrents. In conclusion, the method was considered
effective in producing ligament lesions withoutngfigant effects in horse’s health and the therafeu
cellular protocols used did not produced clinicalverse effects compared to the control groups.

Key-words: cells, bone marrow, adipose tissue, suspensorynéagd, ultrasound
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1. INTRODUCAO

A industria eqiina tem se mostrado um setor
importante do agronegocio brasileiro. Nos
Ultimos anos tem crescido e movimentado
grandes valores financeiros, sejam diretamente
pela comercializacdo de animais de esporte,
trabalho e exportacdo como alimento, ou
indiretamente pelos insumos necessarios para a
criacdo e utilizacao, como ragdes, vacinas, selas,
dentre outros (Souza, 1999).

Além da importancia econémica, os eqiinos
tém desempenhado funcdo fundamental no lazer
das pessoas, principalmente nos grandes centros
urbanos, onde o estresse faz parte do cotidiano,
sendo o esporte equestre uma forma de aliviar
essas tensbes (Souza, 1999). Outra atividade
que tem crescido ultimamente é a equoterapia,
que é um método terapéutico e educacional que
utiiza o cavalo dentro de uma abordagem
interdisciplinar, nas areas de salde, educacional
e equitacdo, buscando o desenvolvimento
biopsicossocial de pessoas portadoras de
deficiéncia e/ou com necessidades especiais
(Ande, 2002).

O estudo das claudicagdes em equinos é uma
das areas de maior importancia para a espécie,
uma vez que os problemas do sistema locomotor
estdo entre os mais frequentes entre os equinos.
Dentre as afeccbes mais comuns do sistema
locomotor, destaca-se a desmite do suspensorio.
Esta é uma enfermidade que acomete tanto os
membros toracicos quanto os pélvicos dos

cavalos atletas, sendo classificada como

proximal, intermédia e distal. Por meio dessa,

grandes perdas econdmicas podem ocorrer ja
que o animal pode diminuir sua performance

mesmo antes que os sintomas clinicos se tornem
evidentes. Além disso, durante o tratamento o

animal necessita de repouso, ficando assim,
afastado de competicBes e treinamento por um
longo periodo de tempo.

Apesar de varios tratamentos terem sido
utilizados para a desmite do suspensorio, 0
prognéstico dessa afeccdo ainda € considerado
como reservado para o retorno a atividade
atlética. Recentemente, tratamentos baseados no
potencial de células tronco e fatores de
crescimento em melhorar o reparo tecidual tém
atraido a atencdo de veterinarios atuantes na

clinica de eqliinos atletas e pesquisadores no
tratamento de tendinites e desmites. Assim,
protocolos com o uso da fragdo celular da
medula Ossea a fresco (Barreira, 2005) e de
células mesenquimais oriundas de tecido
adiposo (VET STEM, 2007) vem sendo

desenvolvidos.

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito
de dois protocolos de terapia celular autéloga
(células cultivadas do tecido adiposo ou células
oriundas de medula éssea) no reparo de lesdes
do ligamento suspensoério de eqiinos

2. REVISAO DE LITERATURA

Durante a filogénese, os membros dos equinos
sofreram uma adaptacdo especial para se
movimentarem em alta velocidade, incluindo
uma simplificacdo de sua extremidade distal em
um Unico e forte dedo, reducdo dos
componentes musculares da extremidade distal
dos membros e desenvolvimento de ligamentos
acessorios que reforcam o comportamento
passivo e automatico dos membros. Os tenddes
e ligamentos dos equinos se tornaram estruturas
anatébmicas fortes que suportam carga e tenséo
altas, tanto com o animal parado como em
movimento (Denoix, 1994).

As lesBes tendineas e ligamentares ocorrem com
alta frequéncia nos cavalos atletas gerando
grandes prejuizos a industria equina. Das lesfes
tendineas a de maior freqiiéncia é a tendinite do
tenddo flexor digital superficial com uma
prevaléncia de 8 a 30% nos cavalos Puro
Sangue Inglés de corrida. Um outro ponto
importante é sua alta taxa de recorréncia pés
tratamento, em torno de 43 a 93% (Dahlgren,
2005).

Entre as lesBes ligamentares, a de maior
incidéncia é a desmite do ligamento
suspensoério. Alguns autores consideram que
essa seja aaior causa de claudicacédo e perda
da funcao nos cavalos atletas (Herthel, 2001).

Varios sdo os tratamentos preconizados para
essas lesBes. Rotineiramente, sdo empregados
antiinflamatoérios  locais e/ou  sistémicos;
injecBes intralesionais de glicosaminoglicanos
como o &cido aracdoénico (Reeding, 1998), que
foi retrado do mercado; além de métodos
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fisioterapéuticos como crioterapia, ultra-som,
laser e, mais recentemente, a terapia por ondas
de choque extracorpdrea (Caminoto, 2003). No
entanto, nenhum destes promove uma melhora
na qualidade ou rapidez do reparo.

Recentemente, com a descoberta do potencial de
diferenciacdo das células-tronco, tem-se

explorado sua aplicacdo terapéutica em

enfermidades complexas ou les6es de dificil

reparo. A célula-tronco tem a capacidade de

gerar diferentes tipos celulares e reconstituir

diversos tecidos. Ela apresenta a propriedade de
auto-renovacdo, ou seja, gerar uma copia
idéntica a si mesma (Raimondo et al., 2006).

2.1. Caracteristicas dos
ligamentos

morfologicas

Em termos gerais, a morfologia estrutural dos
ligamentos e tenddes é semelhante. Ambos sao
compostos de células imersas em uma matriz
extracelular (MEC). Os tenoblastos e tendcitos
correspondem a 90 a 95% dos elementos
celulares do tendédo. Os primeiros sédo células
tendineas imaturas, compostas de numerosas
organelas citoplasmaticas refletindo sua alta
atividade metabdlica. Com a maturidade, se
tornam alongados e se transformam em
tendcitos. Esses apresentam um menor nimero
de organelas, caracterizando assim, uma
diminuicdo de sua atividade metabdlica. Séo
eles os responsaveis pela sintese do colageno e

de todos os componentes da MEC, além de
fornecerem energia. O restante, de 5 a 10%, dos
elementos celulares sdo os condrécitos dos
0ssos e locais de insercéo, células sinoviais da
bainha tendinea e células vasculares do
endotélio capilar e da musculatura lisa das
arteriolas (Sharma e Maffulli, 2006; Hoffmann e
Gross, 2007).

A MEC consiste predominantemente de fibras
colagenas paralelas interpostas entre as células,
além de pequenos vasos sanguineos, tecido
conjuntivo frouxo, elastina, glicosaminoglicanos

e proteoglicanos. A distribuicdo e propor¢cédo de
células em relacdo a matriz diferem entre os
tendbes flexores e ligamento suspensério. Ha
uma influéncia reciproca entre as células e a
MEC, ja que sdo as células que mantém a matriz
(Goodship et al., 1994).

O colageno e a elastina formam o componente
fibroso que fornece a principal resisténcia ténsil
dos tendBes e ligamentos (Goodship et al.,
1994).

A matéria seca de tenddes humanos ¢é
aproximadamente 30% da massa total dos
tenddes, sendo o restante 70% composto de
agua. O colageno tipo | representa 65-80%, e a
elastina corresponde por aproximadamente 2%
da matéria seca dos tenddes (Sharma e Maffulli,
2006).

Tropocolageno
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Fonte: Adaptado de Hoffman e Gross, 2007.
O colageno tipo | pode ser encontrado em todos
os locais onde se encontram as fibras colagenas
como tendbes, fascia, Orgdos capsulados,
camada adventicia dos vasos sanglineos,
epineuro entre outros. O colageno tipo Il, esta
relacionado a cartilagem elastica e hialina. O
tipo Ill esta presente em todas as estruturas nas
quais as fibras de reticulina estdo presentes
(Montes, 1996).

Quando secdes de tenddes ou ligamento sdo
vistos a microscopia de polarizacédo, as fibras
coladgenas aparecem como uma alternancia de
bandas claras e escuras. Isto ocorre, pois as
fioras tém um aspecto ondulado quando
relaxadas. Tanto o comprimento de onda como
0 angulo da ondulacdo pode variar entre as
fiboras e fibrilas, significando que algumas
fibrilas podem se estender antes de outras
quando o tend&o for esticado. Assim, quando
ocorrer uma maxima extensdo, haverad uma
ruptura parcial de fibras, o que acontece em
muitos casos de tendinite. Ao microscopio
eletrbnico, em corte transversal, as fibras
colagenas apresentam um formato circular. Nos
animais de desenvolvimento rapido, como os
cavalos, essas fibras tem um aspecto bi ou tri-
modal logo ao nascimento. Isso significa que os
potros nascem com fibras colagenas pequenas,
médias e grandes (Goodship et al., 1994).

Nos estagios precoces de reparo apos uma leséo,
as fibras sdo predominantemente de pequeno
didmetro e a mudanca para um padrdo normal
de um cavalo adulto ocorre com a maturacéo
cicatricial. I1sso significa que as fibras mais §ina
sd0 mecanicamente mais fracas que as mais
largas. Assim, a elasticidade tecidual aumenta
com o tempo, pois ha um aumento no diametro
da fibra e no nimero de ligagdes transversais.
Dessa forma, um longo periodo de tempo é
necessario para o tendao chegar a sua resisténcia
maxima apos uma lesdo (Goodship et al., 1994).

Os tenddes, assim como outras estruturas
colagenas, apresentam uma caracteristica ndo
linear no seu grafico de deformacéao.

Inicialmente ocorrem grandes extensbes para
um pequeno aumento na carga, resultando em
uma deformagdo ndo linear. Isto é seguido de
uma regido linear na qual cada aumento na

carga resulta em um aumento equivalente na

extensdo. Nessas regides o tenddo se recupera
logo que a carga for removida, sem que ocorra
danos teciduais, isto &, ele se comporta de forma
elastica. Assim, se carregado e descarregado de
forma ciclica, alguma energia sera perdida na
forma de calor da mesma forma que ocorre em
tiras de borracha quando sao esticadas repetidas
vezes (Goodship, 1993).

Quanto maior a carga aplicada, ocorrem
mudancas néo lineares, de modo que uma
extensdo maior que a esperada ocorre para um
dado aumento de carga. O ponto no qual isso
ocorre € denominado de tensdo de escoamento e
indica danos a estrutura. Toda carga que
ultrapassar a tensdo de escoamento, ocorrera
deformagédo plastica e causara danos estruturais
irreversiveis. Um aumento continuado na carga
resultara em uma falha estrutural completa com

ruptura do tendao (Butler et al., 1978).

Estudos tém mostrado que a magnitude de
extensdo de tendbes flexores digitais
superficiais em equinos € de 16%. Portanto,
uma margem segura para um maximo de
desempenho é muito pequena, e é por isso, que
sdo encontradas tantas lesGes nestes tenddes.
Cavalos de corrida tendem a ter mais lesdes nos
tenddes flexores digitais superficiais e os
animais trotadores nos ligamentos suspensoérios
(Stephens et al., 1989).

Nos tendbes de um adulto normal h&d um
predominio do colageno tipo | (95%) com uma
pequena proporcao dos tipo Il e V associados
com os vasos intra-tendineos. Os colagenos tipo
| e Il sGo bastante semelhantes e formam fibras
com a mesma periodicidade das bandas. Porém
o didmetro de suas fibras difere sendo a tipo I
a de menor didmetro e a tipo | a mais calibrosa.
E a proporcéo destes dois tipos de colageno que
determina as propriedades mecénicas do tecido
(Goodship et al., 1994).

2.2. Fisiopatologia da lesdo e
ligamentar

reparacao

A fisiopatologia das lesbes de tendbes e
ligamentos é foco de interesse de pesquisadores
tanto em medicina humana como na medicina
veterindria. Existe um equilibrio entre os
processos anabolicos e catabdlicos que ocorrem
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nos tenddes e ligamentos normais. Em

condigbes fisiolégicas do exercicio, o0s

fibroblastos do parénquima de tenddes e
ligamentos mantém um equilibrio entre a

decomposicdo da MEC danificada e a producéo
de proteinas de reposicdo. Esse balanco é
mantido por dois grupos de proteinas: as
metaloproteinases (MMPs) da matriz e os

inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMPs). As MMPs sé@o uma familia de enzimas

proteoliticas que degradam a MEC facilitando a

remodelacéo, sendo essencial na manutencao e
reparo tecidual (Dahlgren, 2007).

Assim, qualquer alteracdo mecénica nas células
ird influenciar seu metabolismo, que por sua
vez, ira interferir de forma direta no suprimento

sangiiineo, alterando o fluxo de sangue e de
nutrientes entre os tecidos que modulam a
sintese da matriz pelas células (Goodship et al.,
1994).

O consumo de oxigénio pelos tenddes e
ligamentos € 7,5 vezes menor que os musculos
esqueléticos. Devido a baixa taxa metabolica e a
sua capacidade de gerar energia anaerdbia bem
desenvolvida, os tendBes sdo capazes de
suportar cargas e manter tensdo por longos
periodos, evitando o risco de isquemia e
subsequiente necrose. Entretanto, uma baixa taxa
metabdlica resulta em lenta cicatrizacdo apos
lesédo (Sharma e Maffulli, 2006).

Portanto, quando a intensidade do exercicio
excede o limite do tecido ou quando a natureza
repetitiva das cargas danifica a MEC numa
proporcao que supera aquela na qual as células
podem se manter com o reparo, as injarias se
acumulam e se manifestam clinicamente.
Assim, se os fibroblastos do tenddo ou
ligamento falham em se adaptar ao aumento do
estresse mecanico, um desequilibrio se
desenvolve entre sintese e degradacao de matriz,
resultando nos sinais clinicos da lesdo. Varios
fatores sdo importantes na etiologia das lesdes
tendineas e ligamentares como, estresse
mecanico, hipertermia no centro do tenddo e o
baixo fluxo sangiineo na regido, resultando em
hipéxia e producdo dos radicais livres de
oxigénio dentro do tenddo durante o exercicio
(Dahlgren, 2007).

A resolucdo de lesBes de ligamentos e tenddes,
geralmente falha em restaurar as caracteristicas
morfolégicas e funcionais da estrutura. Isso

pode comprometer o desempenho futuro do

animal ou predispor a um aumento no risco de

recorréncia de lesBes (Goodship et al., 1994).

Qualquer lesédo no tenddo ou ligamento, seja por
sobrecarga ou trauma, resulta em hemorragia e
inflamacédo local. As células inflamatoérias sao
recrutadas e a cicatrizagdo ocorre, como em
outras feridas, com a formacao de um coagulo
de fibrina e recrutamento de fibroblastos
(Madison, 1995).

A cicatrizacdo do tenddo pode ocorrer
intrinsecamente pela proliferacdo dos tenécitos
do endotendado e epitenddo ou extrinsecamente
pela invasdo de células da bainha e sindvia. Os
tenoblastos do epitend&o iniciam o processo de
reparo por sua proliferacdo e migracdo. Esses
tenoblastos e os tendcitos sintetizam colageno
durante o reparo, assim, diferentes tipos
celulares produzem diferentes tipos de colageno
em diferentes momentos. Inicialmente o
colageno é produzido pelas células do epitendao
e, mais tardiamente, sdo as células do
endotenddo que o sintetizam. A contribuicdo de
cada tipo celular vai variar. As células da bainha
tendinea produzem menos colageno e
glicosaminoglicanos quando comparadas as
células do epitenddo e endotendao. Entretanto,
os fibroblastos da bainha do tendéo flexor se
proliferam mais rapidamente (Sharma e
Maffulli, 2006).

A cicatrizacdo intrinseca resulta em um
restabelecimento  biomecanico e menos
complicacbes. O mecanismo de deslizamento
tendineo dentro da bainha fica preservado. Com
a cicatrizacdo extrinseca ha formagdo de
aderéncias que dificultam o deslizamento
tendineo (Sharma e Maffulli, 2006).

E na fase final do processo de cicatrizacio que
deve-se ter o maior cuidado numa tentativa de
impedir a formacdo dessas aderéncias. A fase
critica para o retorno da capacidade atlética do
animal se inicia por volta de 6 semanas poés
les&o e progride por um periodo de 6 a 12 meses
ou mais. E durante esse periodo que as fibras
colagenas se tornam mais paralelas ao longo do
eixo do tenddo e as ligacdes cruzadas entre as
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moléculas de colageno promovem uma melhor
resisténcia tecidual. Assim, apos 12 meses, 0
tenddo ou ligamento ainda necessita adquirir as
propriedades mecénicas do seu tecido original,
isto é, antes de ocorrer a lesdo. Por isso, é de
fundamental importancia o monitoramento
desses animais durante a fase de recuperacdo da
lesdo, pois esses animais apresentam grande
predisposicdo a uma nova lesdo (Dahlgren,
2007).

2.3. O ligamento suspensorio

O musculo interésseo médio € denominado de
ligamento sesamoide superior ou ligamento
suspensorio (LS). Ele contém pouco tecido
muscular, sendo transformado, em grande parte,
em uma faixa tendineatefdo interossels
bifurcada distalmente (Getty, 1986; Wilson et
al., 1991).

A principal funcdo do LS é evitar a extenséo
excessiva da articulacdo metacarpofalangeana/
metatarsofalangeana (Getty, 1986; Wilson et al,
1991; Dyson et al, 1995) durante o apoio
completo do membro e limitar a flexdo das
articulacdes interfalangeanas durante
determinadas fases do passo por meio dos ramos
extensores (Dyson et al, 1995).

Existem poucas informac8es sobre a estrutura
interna do LS e as diferencas existentes entre os
membros toracicos e pélvicos. Ha também uma
guantidade variavel (entre 2,1 a 11%) de tecido
muscular estriado, especialmente no centro do
LS e em animais mais jovens, que tende a ser
simétrica bilateralmente (Dyson et al., 1995)
além da presenca de tecido gorduroso
(Riemersma e Bruyn, 1986). Predisposicédo
genética, desuso e a idade parecem ser fatores
que podem diminuir o contetldo muscular do LS
(Wilson et al., 1991).

Nos membros toracicos, o LS é mais largo,
relativamente chato e mais curto, quando
comparado com o LS dos membros pélvicos que
sdo mais finos, arredondados e longos (Wilson
etal., 1991).

Nos membros toracicos, o LS se origina a
partir do ligamentocarpal palmar e da borda
proximal palmar do terceiro osso metacarpiano.

Mantém assim, uma relacdo direta com a
capsula das articulagBes intercarpica média e
carpometacarpica. Nos membros pélvicos sua
origem é na borda proximal plantar do terceiro
0SSO Mmetatarsiano, relacionando intimamente
com a céapsula da articulagdo tarsometarsica
(Denoix, 1994).

O corpo do LS segue distalmente entre o
segundo e quarto 0SS0S
metacarpianos/metatarsianos, no sulco
metacarpico/metatarsico e gradualmente se
separa da face palmar/plantar do terceiro
metacarpiano/metatarsiano. A partir dai se
divide em ramos. Essa divisdo pode ocorrer na
regido média ou no quarto distal do
metacarpo/metatarso (Denoix, 1994).

Os ramos do LS se inserem nas superficies
abaxiais dos 0SS0S sesamoideos
correspondentes. Cada ramo emite um fino
ramo extensor dorsodistalmente que cruza
obliqguamente o eixo da falange proximal e se
une ao tenddo extensor digital comum, logo
acima da articulacdo interfalangeana proximal.
Cada ramo extensor se une, proximalmente,
com seu ligamento sesamoideano colateral
correspondente, formando uma pequena bursa
subligamentar entre 0 ramo extensor e a regido
proximal-lateral da falange proximal (Denoix,
1994).

2.4, Exame do ligamento suspensorio

O método de avaliagdo do LS consiste de
palpacédo, de além de exames ultra-sonograficos,
radiograficos, cintilografia (Dyson et al., 1995).

A regido proximal do LS ndo pode ser palpada
pois essa se situa entre as bases do segundo e
guarto 0ssos metacarpianos ou metatarsianos.
Entretanto, pressdo pode ser aplicada em sua
regido palmar ou plantar. Normalmente, o LS é
denso em toda sua extensdo. Seus ramos lateral
e medial sdo uniformes e de tamanho
semelhante (Dyson et al., 1995).

Nos ultimos anos o diagndstico de desmite do
suspensoério tem aumentado devido a utilizacao
de técnicas diagnosticas como analgesia local e
ultra-sonografia. O uso de radiografias ndo é util
para detectar desmite de suspensorio, porém, ela
tem a funcdo de diagnostico diferencial de
lesdes 6sseas como fratura da cortical plantar do
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terceiro metatarsiano ou fratura por avulsdo na
origem do LS (Crowe et al., 2002).

Vérias técnicas de bloqueio anestésico regional
foram descritas para diagnosticar afeccées no
LS. O blogqueio anestésico em quatro pontos
altos é aplicado rotineiramente. Ele consiste na
infiltracdo de anestésico local nos sulcos entre o
tenddo flexor digital profundo e o LS,
atuando,assim, nos nervos digitais palmares e
metacarpianos (Keg et al., 1996; Castro et al.,
2005).

2.4.1. Exame ultra-sonografico

O exame ultra-sonogréfico foi introduzido na
medicina equina no inicio da década de 80,
desde entdo, tem sido uma ferramenta essencial
no diagnéstico de claudicagbes de origem
tendinea ou ligamentar. Apesar de inicialmente
ter o proposito diagnoéstico, tem sido também
utilizado no acompanhamento de evolugcdo de
lesGes e para monitorar a recuperacdao (Van
Schie et al., 1998).

Mesmo com o advento da ressonancia

magnética (Whitcomb, 2004), a ultra-sonografia

continua sendo o exame de primeira escolha
para diagnosticar e caracterizar lesdes tendineas
e ligamentares nos eqlinos (Denoix, 1,994

Whitcomb, 2004). Porém, para um diagnéstico

acurado é necessaria uma boa qualidade da
imagem além do conhecimento acurado da
anatomia topografica e ultra-sonografica

(Denoix, 1994; Whitcomb, 2004).

A ecogenicidade do LS geralmente é simétrica
bilateralmente, porém varia entre os cavalos
(Dyson et al., 1995; Whitcomb, 2004). O corpo
do LS pode ser melhor examinado sem o auxilio
do stand-off na face palmar ou plantar do
membro, entretanto, a avaliagdo dos seus ramos
lateral e medial deve ser realizada com o auxilio
desse aparato (Dyson et al, 1995).

As lesBes de tendBes e ligamentos promovem
mudancas na ecogenicidade. Em estruturas
normais, a reflexdo especular ocorre nas
interfaces das fibras. Para cada estrutura, a
perda da intensidade da ecogenicidade normal
pode ser causada por interrupcdo nas fibras e
processos inflamatérios (edema, hemorragia,

infiltrado celular) nos estagios iniciais. Durante

0 processo de cicatrizacdo, fibroplasia e

desalinhamento de fibras também diminui a

ecogenicidade de tendBes e ligamentos.

Imagens hiperecoicas podem aparecer nos casos
de tecido fibroso, calcificacdo e metaplasia

0ssea ou cartilaginosa (Denoix, 1994).

De acordo com a aparéncia ultra-sonografica, as
lesBes sao classificadas de grau | a IV, sendo de
grau | as les6es que aparecem como areas mais
levemente hipoecdicas do que a regido do
tenddo que ndo foi acometido, as fibras
apresentam ruptura minima. Nas lesées de grau
Il, metade da area esta ecogénica e metade esta
anecoica, ha um maior grau de danos fibrilares.
No grau Il o aspecto anecéico das lesbes é
maior. Ja as lesfes de grau IV sdo totalmente

anecoicas. Elas apresentam areas negras
significando ruptura total de fibras com
formacéo de hematoma intratendineo

(McDiarmid, 1995).
2.5. AfeccgBes do ligamento suspensorio

Entre as lesbes ligamentares, a desmite do
suspensério € uma das maiores causas de
claudicacdo nos cavalos atletas (Cowles, 2000).
Segundo McClure e Evans (2002), a desmite do

suspensorio promove claudicacdo primaria ou

compensatoria, diminuindo o desempenho do

animal antes mesmo dele comecar a claudicar.
Para Jackman (2001), a desmite do suspensorio
é uma lesdo comum nos membros anteriores de
cavalos de rédeas e apartacao.

Uma das causas provaveis de desmite do
suspensorio seria um exercicio fisico excessivo
para um animal pouco condicionado. Além

disso, a conformacdo também pode contribuir.
A precocidade que o0s cavalos iniciam o

treinamento parece ser a maior causa. Como
prevencdo foi citado, como mais importante, um
condicionamento adequado para o tipo de
exercicio ao qual o animal é submetido, a
conformagdo como sendo um segundo fator
importante e um ferrageamento adequado como
o terceiro fator (Cowles, 2000).

A regido do LS mais acometida por desmite no
membro toracico estd 6 a 18 cm distal ao 0sso
acessorio do carpo e, no membro pélvico, 15 a

24 cm distal a tuberosidade do calcaneo

20



(Cowles, 2000). De acordo com Jackman
(2001), as lesBes de LS geralmente ocorrem em
sua regido proximal e, em menor grau, nos seus
ramos distais.

Clinicamente, as lesdes do LS podem ser
divididas em trés regifes distintas: lesBes
restritas ao seu terco proximal (desmite
proximal do LS), lesdes no terco médio (lesdes
no corpo) e lesdes nos ramos lateral e medial
(lesbes do ramo) (Dyson et al., 1995).

O tratamento consiste em  repouso,
casqueamento corretivo, antiinflamatério nao
esterdide sistémico e, ocasionalmente, injecao
local de corticéides na lesdo proximal do
suspensorio. A duracdo do repouso varia de
acordo com anormalidades ao ultra-som, grau
de claudicacdo e ultra-sonografias subseqiientes
que monitorardo o edema. Na maioria dos casos,
repouso por 60 dias é recomendado, podendo o
animal comecar a ser puxado pelo cabresto duas
semanas ap6s o0 exame (Jackman, 2001).
Mesmo com tratamento adequado, o indice de
recorréncia varia de 20% para os membros
toracicos e 65% para os membros pélvicos
(Cowles, 2000).

Para uma recuperacdo satisfatéria repouso e
exercicio controlado sdo essenciais. Pode-se
também aplicar blister com iodo e 6éleo de

amendoim, injecdo de medula 6ssea na lesdo e
neurectomia tibial nos membros posteriores, ou

fasciotomia com neurectomia do ramo profundo

do nervo plantar lateral. O progndstico para

desmite de suspensério dos posteriores é
reservado (Crowe et al., 2002).

Devido a baixa eficicia dos tratamentos e ao
alto indice de recidiva associado a descoberta do
potencial terapéutico das células-tronco

iniciaram-se 0s primeiros estudos sobre a
aplicabilidade da terapia celular no tratamento

das desmites do suspensorio dos equinos.

2.6. Células-tronco

A terminologia “célula-tronco” é uma traducao
do inglés Stem cell” Stem significa caule,
haste. O verbott steni quer dizer originar
(Iglézias, 2004 Del Carlo, 2005). Assim,
células-tronco (CT) tém essa denominacgéo por

ser um tronco comum do qual se originam
outras células (Iglézias, 2004). Essa
versatilidade as tornam a grande promessa para
o tratamento de doencas graves como problemas
cardiacos, cancer, disfungBes neurolégicas,
distirbios hepaticos e renais, osteoporose entre
outras (Mayhall et al., 2004). Na medicina
eqlina elas sdo uma grande promessa para 0
tratamento das lesdes de tecido mole dos
membros dos cavalos atletas.

A CT é uma célula que tem a capacidade de
auto-renovacao e se diferencia em um ou varios
tipos celulares (Fuchs e Segre, 2000; Babinet e
Mandelbaum, 2002; Presnell et al., 2002; Grove
et al., 2004; Lerou e Daley, 2005; Raimondo et
al., 2006). Elas sao classificadas, de acordo com
0 seu potencial de se desenvolver, em
totipotentes, capazes de se diferenciar em todos
os tipos celulares existentes nos varios 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, originam um
menor numero de linhagens celulares;
oligopotentes, 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 diferenciacdo dos tipos celulares esta

totalmente completa no momento ou logo apoés

0 nascimento. Ao longo da vida, varios tecidos

do individuo adulto se renovam. Essa renovagao
ocorre gragas a existéncia das células-tronco
adultas (CTA) (Fuchs e Segre, 2000). Essas

células sdo ativadas e recrutadas em resposta
aos sinais oriundos de tecidos lesados no

organismo (Presnell et al., 2002).

Tradicionalmente, considera-se que as CTA tém

potencial limitado, embora sejam capazes de

produzir variedades dentro de sua propria

linhagem (Soares, 2005). Segundo Cookson

(2005), a terminologia CTA é adequada quando

a fonte é realmente um adulto, mas enganador
guando, como é comum, as células vém de um
bebé ou de um feto. O emprego da terminologia
CT somética seria mais adequada a essas
células.
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A célula-tronco somatica (CTS) € uma célula

multipotente indiferenciada encontrada entre as
células diferenciadas que fazem parte de um
tecido ou 6rgédo (Grove et al., 2004) cuja funcao
€ manter e reparar o0 tecido nos quais sao
encontradas (Shenfield et al., 2002; Grove et al.,
2004). Essa propriedade de auto-renovacéo, isto
é, de se diferenciar e originar varios tipos

celulares do tecido no qual residem (Fuchs e
Segre, 2000; Grove et al.,, 2004) ocorre diante
de sinais especificos do meio ambiente (Fuchs e
Segre, 2000).

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

As células-tronco hematopoiéticas séo células
de auto-renovacdo que produzem progenitoras
gue se diferenciam em varias células sangiineas
maduras como eritrocitos, linfocito B, linfacito

T, neutrdéfilos, basofilos, eosindfilos, mondcitos,
macrofagos e plaquetas (Grove et al., 2004).

As CTM se localizam na medula 6ssea e em
outros tecidos como o adiposo. Na presenca de
um estimulo apropriado, elas se diferenciam
vitro e in vivo em adipdcitos, condrocitos,
osteoblastos (Grove et al., 2004; Smith e
Webbon, 2005), tendcitos, fibroblastos e
miiofibroblastos (Smith e Webbon, 2005).

Injecdes de CT derivadas do tecido adiposo ja
estdo ganhando popularidade como forma de
acelerar a recuperacdo de lesdes Osseas e da
cartilagem de cavalos. Para certas aplicacdes em
seres humanos, essas células também podem ser
mais faceis de colher do que as mesenquimais
presentes na medula éssea. No entanto, tem sido
demonstrado que o vigor celular diminui a
medida que as pessoas envelhecem. Como,
geralmente, é na senilidade que as pessoas mais
necessitam que reparos sejam realizados em seu
organismo as suas células ja ndo poderiam mais
serem utilizadas (Soares, 2005).

Outros tecidos que também apresentam CTA
sdo o0 sangue periférico, figado, trato
gastrintestinal (Presnell et al., 2002), sistema
nervoso periférico, pancreas (Mayhall et al.,

2004), vasos sangiiineos, coracdo (Grove et al.,
2004), e dente (Fuchs e Segre, 2000).

2.6.1. Células-tronco da medula 6ssea 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 numero, 0
potencial de diferenciacdo 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 nao
aderentes. As colbnias formadas sdo bastante
heterogéneas, com varias taxas de crescimento,
tamanho variado e diferente morfologia celular
(Bianco et al., 2001).

O tecido adiposo (TA) é capaz de se expandir e
se encolher de forma dinAmica 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
(Strem et al.,, 2005). 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 obtencédo de
CTM menos invasiva € em maior quantidade
gue a MO. As células oriundas de TA e da MO
possuem as caracteristicas tipicas das CTM:
morfologia fibroblastéide, 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 adipdcitos
por centrifugagcdo. Uma populacdo mais
homogénea emerge em cultivo, nas mesmas
condicdes de crescimento das CTMssa
populacdo chamada de células-tronco derivadas
de tecido adiposo tem muitas caracteristicas
semelhantes a MO como potencial proliferativo
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extenso e capacidade de diferenciacédo (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
especificos (Zuk et al., 2002). Culturas desse
tipo celular gera nédulos que produzem grande
guantidade de moléculas de matriz extra-celular
como proteoglicanos sulfatados, colageno tipo
Il e IV (Strem et al., 2005).

2.6.2. Células-tronco e sua aplicabilidade no
tratamento de lesdes tendineas e ligamentares
nos membros dos eqlinos

Devido a baixa eficacia dos tratamentos e ao
alto indice de recidiva das lesdes tendineas e
ligamentares associados a descoberta do
potencial terapéutico das CT, iniciaram-se o0s
primeiros estudos sobre a aplicabilidade da
terapia celular no tratamento das tendinites e
desmites (Barreira, 2005).

A principio, sdo dois os beneficios da terapia
celular. O primeiro é que a injecdo de CTM na
regido danificada gera sua diferenciacdo em
fibroblastos maduros do tendao ou ligamento,
sinalizando a influéncia do tecido na producao
de matriz apropriada ao reparo. Além disso, a
MO contém alta concentracdo de fatores de
crescimento  acelerando a  cicatrizagédo
(Dahlgren, 2005).

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

Com o animal em estacao, sob sedacéo, as CTM
da MO tém sido implantadas no local da leséo
tendinea, guiadas pelo ultra-som. O momento
ideal para implantacdo dessas células é um a
dois meses apoés a lesdo. Assim, espera-se passar
a fase de debridamento e o inicio da formacao
de um leito de tecido de granulacdo que sera um
suporte para as células implantadas. Ap6s o
implante, os animais entram em um regime

controlado de exercicios com avaliagGes ultra-
sonograficas a cada dois ou trés meses, e podem
retornar ao treinamento apos 48 semanas (Smith
e Webbon, 2005).

No Brasil foi realizado um Unico experimento
controlado com a aplicacéo das CT nos tenddes
de equinos. Barreira (2005), induziu lesdo do
tendao flexor digital superficial com colagenase
e, de forma diferente de Smith e Webbon
(2005), apos 14 dias, fez a aplicacdo das CTM.
Essa aplicagdo, guiada pelo ultra-som, foi
realizada com o animal em estacéo, sob sedacéo
e bloqueio regional dos nervos palmares medial
e lateral. Apés 15 dias, foi iniciado exercicio
leve (andar a passo por 5 minutos, uma vez ao
dia) que foi aumentando em 5 minutos a cada 12
dias até o dia 48. Aos 48 dias pos terapia
celular, houve uma melhora da lesdo tendinea,
confirmada por meio de avaliacdo ultra-
sonografica, histopatolégica e
imunoistoquimica.

Herthel (2001) relatou um estudo retrospectivo
(1991-1998) do tratamento de 100 cavalos que
apresentavam lesdes no LS e que foram tratados
com injecdo intralesional de CT autdloga,
associada a componentes da MO para estimular
a cicatrizacdo natural do ligamento. Esse autor
obteve 90% de sucesso no tratamento da
desmite desses animais.

Mountford et al. (2006) trataram um cavalo com
uma lesdo no ramo lateral do LS, que em 4
meses ndo obteve cura, com CTM coletadas da
MO e cultivadas por 17 dias. Apés 19 meses,
depois de completa recuperacdo e retorno ao
trabalho, esse animal foi eutanasiado por razbes
ndo relatadas. A histologia foi encontrada
evidéncia de melhora da cicatrizacdo e formacao
de tecido semelhante ao LS.

O baixo nimero de CTM obtidas no aspirado da
MO pode ndo ser adequado em promover 0s
efeitos benéficos dessa terapia. Grandes
volumes (20 a 30 mL seriam necessarios e esses
produziriam lesBes mecanicas na matriz extra
celular. Além disso, um alto nivel de TGE-
(fator de crescimento) no fluido aspirado pode
resultar em excesso de formacdo de tecido
cicatricia, o que ndo seria benéfico na
cicatrizacdo de tenddes flexores e ligamentos,

23



pois esses teriam sua elasticidade diminuida
(Dahlgren, 2005).

2.6.3. Colheita de células-tronco adultas nos
equlinos

Sao descritas duas modalidades de recuperacao
de CTA nos equinos. Uma é a utilizacdo de
CTM obtidas do TA e a outra é através da
puncéo da MO.

As CTM podem ser obtidas por meio de

aspiracdo de sangue diretamente da MO do
individuo. O método tradicional de coleta é

puncdo esternal com o animal sob anestesia
geral e em decubito dorsal (Herthel, 2001;

Barreira, 2005). Uma outra forma de abordagem
esternal seria com o animal em estagéo
(Barreira, 2005; Sutter, 2007).

Os locais possiveis para a pungcdo de MO em
animais adultos sdo os 0ssos do esterno, costela
e cranio, e os 0ssos longos como Uumero, fémur e
tibia, pois nestes locais ha uma constante fungéo
hematopoiética. O esterno é um local
freqiientemente utilizado para se obter amostras
de MO em equinos, pois a atividade
hematopoiética persiste na esternébra ao longo
da vida, os ossos ndo sdo cobertos por uma
grande massa muscular, e a cavidade medular é
coberta por uma fina camada de 0sso,
faciltando o acesso a essa regido. As
desvantagens da puncdo neste local sdo a
posicdo desconfortavel e perigosa em que o
coletor é forcado a assumir na obtengdo das
amostras e a relativa proximidade dos orgaos
vitais, incluindo o coracdo (Barreira, 2005).
Pode-se também aspirar MO do tuber coxal com
0 animal em estacdo ou decubito. Uma agulha
seria introduzida na protuberancia e direcionada
caudoventralmente e, a seguir, aspira-se a
medula (Sutter, 2007).

Uma metodologia préatica de ser utilizada sera
descrita a seguir. A coleta no esterno é realizada
com o animal em estacdo sob o efeito de
sedacdo e bloqueio anestésico do sub-cutaneo,
musculo e regido proxima ao periosteo. Faz-se
entdo, uma pequena incisdo de pele e sub-
cutédneo com lamina de bisturi 11, permitindo a
introducdo da agulhaldmshid, lllinois sternal

ou Rosenthgl na musculatura por 4 a 6 cm de
profundidade até chegar na superficie da

esternébra. ApGs sentir a extremidade éssea na
superficie da agulha, faz-se uma presséo sobre a
mesma permitindo sua penetracdo por mais 4 a
5 cm até que a agulha fique firme. Faz-se entao
uma aspiracao nas células da MO com o auxilio
de uma seringa de 20 mL, sem anti-coagulante.
Para conferir se o material € realmente da MO
realiza-se um esfregaco (Barreira, 2005).

ApOs a coleta da MO do eqiiino, o material é
encaminhado ao laboratério onde as CTM séo
recuperadas e expandidas, vitro, até um
namero de 4X1D células. Essas sdo entdo
ressuspendidas em um sobrenadante oriundo da
MO e aplicadas no animal (Dahlgren, 2005;
Smith e Webbon, 2005). Uma desvantagem
desse método é que o material fica no
laboratério 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 estagdo e enviado ao laboratério para
isolamento de células nucleadas (uma porcao
das quais sdo CTM). Em um periodo de 48
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 les&o
(Dahlgren, 2005; Sutter, 2007).

2.6.4. Complicacdes da puncdo de medula
0ssea nos equinos

Quando se utiliza de contengcdo e sedacéo
adequadas, as complicacbes decorrentes da
puncdo aspirativa da MO sdo minimas. As

infeccBes iatrogénicas sdo minimizadas por

meio da utilizacdo de assepsia e anti-sepsia
adequadas, uso de Iluvas e instrumentos
esterilizados. Quando se utiliza o esterno ou a
aproximacao costal, deve-se ter cuidado de

introduzir a agulha diretamente na esternébra ou
costela para evitar entrar na cavidade toracica. O
risco de pneumotdrax, hemorragia incontrolada

ou laceracdo cardiaca pode ser diminuido pelo
uso da vigilancia e monitoria da agulha durante

o procedimento (Barreira, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local e periodo

A pesquisa foi realizada no Hospital Veterinario
da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), no periodo
compreendido entre 15 de Julho a 23 de
Dezembro de 2007. Esse projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA) da UFMG, protocolo 19/07.

3.2. Animais

Foram utilizados seis eqlinos, um macho
castrado e cinco éguas (trés ndo gestantes), com
idade entre 4,5 e 16 anos, pesando 375 + 75 kg,
com escore corporal entre 2,5 e 3 (Speirs, 1999).
Tais animais foram oriundos da Fazenda
Experimental localizada no municipio de Pedro
Leopoldo/MG. Esses animais ficaram alojados
na Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais, onde o experimento
foi realizado. Os equinos foram selecionados
considerando condi¢Bes nutricionais e higidez
com auxilio de exames clinicos, laboratoriais,
radiograficos e ultra-sonogréaficos. Os animais
selecionados para o estudo passaram por um
periodo de adaptacdo de 15 dias com dieta
padronizada, tratamento de verminoses
(moxidectina 0,4 mg/kg) e vacinacdo contra
tétand.

3.3. Inducao das lesbes
3.3.1. Protocolo anestésico

ApOs jejum alimentar por um periodo de 12
horas, os animais foram pré-medicados com
acepromazina (0,03 mg/kg, I/)xilazind' (0,5
mg/kg, IV) e quetamina (2 mg/kg, I¥)Ap6s
decubito lateral os animais foram intubados com
sonda orotraqueal e a indugcdo e manutencdo
anestésicas foram feitas através de aparelho de
anestesia inalatoria, com vaporizador

! Equest, Fort Dogde Salde Animal, Campinas, SP

2 Vacina Anti-tetanica Hertape, Hertape Calier Sadde
Animal S/A, Juatuba, M.G.

3 Acepran 1%, Univet Industria Veterinaria, Mogi Mir
S.P.

4 Sedazyne, Fort Dodge Satde Animal, Campinas, SP
5 Dopalen, Vetbrands Sadde Animal, Paulinea, SP

compensado em circuito semifechado. Foi
utiizado o isofluorano volatilizado em 15
ml/kg/min de oxigénio via sonda orotraqueal de
forma que o paciente permaneceu no segundo
plano do terceiro estagio anestésico. Logo apos
a cirurgia, os animais receberam uma dose de
sulfadiazina (20 mg/kg PO) mais trimetoprim
(5mg/kg PO e esta continuou a cada 24 horas
por mais 4 dias para prevencdo de possiveis
infeccdes. Também foi administrado
fenilbutazona (4,4 mg/kg IV)a cada 24 horas,
durante 7 dias para controle da dor.

3.3.2. Metodologia cirirgica

Sob anestesia, o LS de ambos os membros
tordcicos e pélvicos foram  expostos
cirurgicamente por meio de incisdo de pele de
aproximadamente 3 cm na regido lateral dos
membros, 3 cm proximal a bifurcacdo. No
centro do ligamento suspensério, uma lesao
circular foi realizada com a utilizacdo de um
punch para biépsia de 0,6 cm de dianfetro
(Figuras 2 e 3). Na sequéncia, a pele foi
suturada com pontos simples separados com fio
monondilon 0. Foi utilizado de forma tdépica
rifamicin@ nas feridas cirdrgicas e feita
bandagem com algoddo e atadura de crepom
nos membros.

Figura 2: Exciséo de fragmento de ligamento suspens
por meio de punch para biépsia

% Tridiazin Pasta, Vansil Industria Veterinaria, Besado,
SP

" Fenilvet, Vansil Industria Veterinaria, Descalvage

8 Punch trépano, Richter LTDA, S&o Paulo, SP

° Rifocina Spray, Hoechst Marion Roussel, S&o P&Ho,
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Figura 3: Fragmento retirado do ligamento suspémpéra
inducéo de leséo

3.4. Grupos experimentais e preparo dos
animais

Foram estabelecidos guatro grupos
experimentais, constituidos de seis membros
cada um: um grupo controle sem qualquer outro
tipo de tratamento ou controle negativo (GCN),
um grupo controle tratado com solucdo
fisioldgica 0,9% ou controle positivo (GCP), um
grupo tratado com células colhidas da medula
0ssea (GMO) e um grupo tratado com células
colhidas de tecido adiposo periférico (GTA). No
sentido de minimizar a influéncia de um tipo de
tratamento sobre o outro os tratamentos foram
distribuidos conforme a sequéncia descrita no
quadro 1.

Quadro 1- Seqiiéncia dos tratamentos nos membranpoal

Animal |Toracico Direito | Toracico Esquerdo | Pélvico Direito | Pélvico Esquerdo
1 GCP GTA GMO GCN
2 GTA GMO GCN GCP
3 GMO GCP GTA GCN
4 GCP GMO GTA GCN
5 GTA GCP GMO GCN
6 GMO GTA GCP GCN

GCN — Grupo Controle Negativo; GCP — Grupo ContRueitivo; GTA — Grupo Tecido Adiposo; GMO — Grupo

Medula Ossea

3.5. Colheita, processamento e cultivo de
células oriundas de tecido adiposo

3.5.1. Colheita do tecido adiposo

Oito dias antes da inducdo das lesfes, o tecido
adiposo foi colhido da regido abaxial ao sacro,
lado esquerdo. Foi feita tricotomia de cerca de
15 cm de largura por 20 cm de comprimento.
Apés contengdo em tronco e sedagdo com
acepromazina (0,03 mg/kg/ ¥)e xilazind®
(0,5 mg/kg), fez-se a anti-sepsia (iodopovidona
degermante mais alcool 70) e anestesia local
com lidocaina 2%. A inciséo de pele foi em
formato de meia lua, no centro da tricotomia,
com aproximadamente 10 cm de comprimento.
Ap6s a troca da lamina do bisturi, um fragmento
com cerca de 3 cm de comprimento por 0,5 cm

10 Acepran 1%, Univet IndUstria Veterinaria, Mogi Mit
S.P.
1 Sedazyne, Fort Dodge Saude Animal, Campinas, SP

de largura por 0,2 cm de espessura de tecido
adiposo foi removido do tecido subcutaneo (Fig.
4). O tecido foi entdo acondicionado em frasco
estérii com meio RPMI (Roswell Park
Memorial Institut), que € um meio de cultura
composto de bicarbonato, aminoéacidos
essenciais e vitaminas; acrescido de antibidticos
e encaminhado ao laboratério paracwaltivo
celular. Foi realizada sutura de pele com ponto
simples separado com mononailon 0. Sobre a
ferida cirdrgica aplicou-se uma camada de
pomada a base de alantdfndiariamente era
feita limpeza com solugdo alcodlica de
clorexidine 2% e aplicado a pomada a base de
alantoina. Apos 10 dias retiraram-se 0os pontos.

2 Alantol, Vetnil Ind. Com. Produtos Veterinariosiht
Louveira, SP
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Figura 4: a- Area tricotomizada para colheita délte
adiposo na regido abaxial ao sacro, lado esquérdo;
colheita de tecido adiposo apés troca da lamina de
bisturi

3.5.2. Separacéo e cultivo das células

Em capela de fluxo laminar o tecido foi
picotado, dissociado com colagenase e incubado
em meio de cultura celular a 37°C e 5%,CO
Ap6s atingir 80% de confluéncia foi preparada
a cultura secundaria a qual foi observada
diariamente até o momento da administragao.

3.6. Colheita e processamento das células da
medula 6ssea

Dois dias apés a inducdo da lesés,animais
foram mantidos em estacéo, contidos em brete e
sedados com acepromazina (0,03 mg/kdA\g)
xilazina (0,5 mg/kg/IV)*. Em seguida, foi
realizada tricotomia de uma area de 5 X 20 cm
na regido referente ao 0sso esterno de cada

13 Acepran 1%, Univet IndUstria Veterinaria, Mogi Mit
S.P.
14 Sedazyne, Fort Dodge Saude Animal, Campinas, SP

equino, permitindo a execu¢do do exame ultra-
sonografico. Apds ser localizada uma
esternébra, foi realizada anestesia local com
lidocaina 2%, seguido de anti-sepsia com
solucdo de clorexidine degermante. Uma agulha
para aspiracdo de medula éssea famshidt®

foi inserida na regido do bloqueio. Apos sua
fixacdo no esterno, retirou-se o mandril e
aspirou-se 10 mL de MO com o auxilio de uma
seringa de 20 mL. Essa aliquota foi expelida em
placa de Petri para verificacdo a olho nu da
presenca de espiculas 6sseas e goticulas de
gordura, sugerindo a origem medular da
amostra. A seguir retirou-se mais MO por meio
de uma seringa de 20 mL contendo 1 mL de
heparina a 5.000 Ul/mL. Foi realizada
centrifugacdo a 1500 rpm, durante 10 minutos,
para separacdo da fragdo mononuclear. Apos
centrifugacao, formou-se um anel
esbranquicado, rico na fracdo mononuclear de
MO, entre o plasma e os residuos de eritrocitos.
Esta camada foi retirada com o auxilio de
Pipetex e encaminhada ao Centro Cirdrgico de
Grandes Animais para ser implantada no local
da lesédo. Todo processamento laboratorial da
amostra foi realizado em capela de fluxo
laminar.

3.7. Administracdo dos tratamentos

Quarenta e oito horas apés a inducéo da lesédo, a
administracdo intralesional de soro fisioldgico
ou dos tratamentos foi realizada com o animal
sob sedacéo, conforme descrito anteriormente, e
blogueio anestésico proximal dos nervos
palmares medial e lateral (quatro pontos altos)
com lidocaina 2% (Stashak, 1987).

Apés anti-sepsia local com solucdo de
clorexidine degermante e alcool 70°,
administrou-se no foco da leséo produzida
previamente cerca de 0,8 mL de suspenséo
celular de medula éssea no GMO, 0,8 mL de
solugdo contendo 1xi0células cultivadas
oriundas de tecido adiposo no GTA, e 0,8 mL
de solucéo fisiologica 0,9% no GCP. A injecao
foi realizada por meio de uma agulha 30X10
inserida na face lateral do membro e
posicionada no centro da lesdo ligamentar. Para
se ter certeza do correto posicionamento da
agulha e da injecdo, o procedimento foi

5 Canula para aspiragéo de medula 6ssea, Euromed
Catéteres, Lagoa Santa, MG
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monitorado por exame ultra-sonografico
simultaneo a administragcao dos tratamentos.

3.8. Exame clinico e ultra-sonogréfico

ApoOs a inducdo da lesdo ligamentar os animais
foram acompanhados por 77 dias. Nos primeiros
15 dias, foi realizado o exame clinico diario.
Ap6s a avaliacdo inicial foi mantido um
intervalo de 12 dias entre os exames, até o final
do experimento. O exame clinico consistia de
exame visual e palpacdo do local da leséo,
conferindo escores para presenca de edema,
sensibilidade dolorosa, e aumento de
temperatura: O - ausente, 1 - discreta, 2 - leve, 3
- moderada, 4 - intensa. Para avaliacdo de
edema também utilizou-se da medida dos
perimetros dos membros no local da lesdo com
0 auxilio de uma fita métrica. Para a avaliacéo
da temperatura, utilizou a sensacdo térmica
obtida pelo contato da m&o do avaliador com o
membro do animal.

O exame ultra-sonografico dos ligamentos foi
realizado com aparelho portatil, provido de
transdutor linear multifreqiencial (5 a 10
MHz)*, operando sempre na freqiiéncia de 7,5
MHz. As avaliacBes foram realizadas antes e
aos 3, 8, 12, 17, 29, 42, 54, 66 e 77 dias apos
inducdo da lesdo. Foram avaliados os planos
transversais e longitudinais do ligamento e da
lesdo e as imagens obtidas foram digitalizadas e
transferidas para um microcomputador portatil,
para posterior avaliacdo morfolégica e
comparacao entre os diferentes tratamentos.

A avaliacdo morfolégica do ligamento e sua
lesdo foram realizadas por meio de um
programa computacional de andlise de
imagend’. Os seguintes parametros foram
avaliados nas lesbes: area do ligamento
(mensuracado de toda a area do LS), area da
leséo ligamentar (mensuracdo da area absoluta e
percentual da lesédo no LS), perimetro da leséo
ligamentar (mensuracdo do perimetro da leséo
produzida no LS), diametro de Ferret da lesédo
ligamentar (média das maiores dimensées em
uma dada direcéo), intensidade de cor cinza na
area da lesdo ligamentar (minima, média e
maxima).

'® Honda 2000V, Echo, S&o Paulo, SP
" Image J, National Institute of Health, EUA, dispain
http://rsb.info.nih.gov/ij/

4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados paramétricos foram tabulados,
obtendo-se as respectivas médias e erros
padrbes. Para comparar tempos de cada grupo
utilizou-se a andlise de variancia em blocos ao
acaso e para grupos em cada tempo a analise de
variancia inteiramente casualizada, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey. Os
dados ndo paramétricos também estdo
apresentados em médias e erros padrdes. Nesse
caso, o0s tempos de cada grupo foram
submetidos ao teste de Friedman e 0s grupos
dentro de cada tempo submetidos ao teste de
Kruskal Wallis, sendo as médias posteriormente
comparadas pelo teste de Dunn. Para todas os
testes considerou-se como significante P < 0,05.

5. RESULTADOS
5.1. Inducéo das lesbes

O acesso cirlrgico ao LS foi simples e ndo se
verificou qualquer complicacdo no protocolo
anestésico. O punch utilizado se mostrou
eficiente permitindo a obtencdo de uma porcgéo
circular de LS, desde sua face dorsal até a
palmar/plantar, em todos os animais. Tais lesdes
tinham  forma circular, uniforme, de
aproximadamente 0,5 cm de didmetro, que
foram completamente preenchidas por coagulo
logo apos a indugéo (Fig. 5).

- .1\['Jm;Hlt’l||v|IIII'HII'IIil’IIIIIIIH'IIHIHIIIHI'I'
354 5 6 758

Figura 5: Fotografia do ligamento suspensoério eglin
Observa-se leséo circular preenchida por coagulgisaeo.
Essa leséo foi induzida por meio de punch parasiadmm
0,6 cm diametro, 48 horas antes do ébito.

No membro pélvico esquerdo (GCP) do animal
ndmero 2 observou-se, junto ao material
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ligamentar colhido com o punch, um segmento
de aproximadamente 0,5 cm de vaso com
caracteristica de artéria. Contudo, ndo houve
hemorragia profusa durante o procedimento e o
animal se recuperou normalmente no poés-
cirargico.

As lesdes produzidas foram visualizadas ao
ultra-som no dia seguinte ao procedimento

cirargico mostrando area anecodica devido a
auséncia de tecido ligamentar. Em dois

membros posteriores, a lesdo ficou em posicéo
mais lateral, contudo todas as outras apareceram
na area central do ligamento (Fig. 6).

antiinflamatério nos animais no periodo poés-
cirargico do procedimento de colheita.

5.2.2. Separacéo e cultivo das células

A metodologia empregada no cultivo celular
mostrou-se eficaz. Todas as amostras de tecido
adiposo encaminhadas geraram células viaveis
de morfologia fibroblastéide, caracteristica de
CTM (Fig. 7). Nao se verificou contaminacao
em nenhuma delas, ndo sendo necessaria a
realizagcdo de uma segunda coleta em nenhum
dos animais.

Figura 6: Imagem digitalizada de exame ultra-soffogp
palmar transversal de membro toracico esquerdonequi
Observa-se no centro do ligamento suspensorioo lesa
induzida por meio de punch para biépsia de 0,6 cm
diametro, 48 horas antes.

5.2. Obtencdo das células

tratamentos

para 0s

5.2.1. Colheita do tecido adiposo

A metodologia empregada para obtencdo do
tecido adiposo foi rapida e eficaz. A sedacédo e o
blogueio local foram suficientes para permitir

uma coleta segura do material. Mesmo o animal
com escore corporal 2,5 forneceu uma

quantidade adequada de tecido adiposo.
Nenhum animal apresentou qualquer tipo de
intercorréncia (como desconforto, deiscéncia de
sutura, contaminagdo da ferida cirlrgica,

cicatriz exagerada) durante ou apés a coleta.
Apés o acondicionamento no meio RPMI, esse
material ndo necessitou de cuidados especificos
como refrigeracdo. Nenhum animal apresentou
dor local, o que dispensou a administracdo de

Figura 7: Imagem das células oriundas de teciduoadi 10
dias ap6s cultivo. Observa-se predominancia ddasétom
morfologia fibroblastéide caracteristica de célutasnco
mesenquimais.

5.2.3. Puncédo aspirativa da medula 6ssea

Durante a pungédo aspirativa da MO, os animais
ndo demonstraram sinais de dor, sugerindo que
a infiltracdo de anestésico local associado a
sedacéo foi suficiente. O volume coletado em
cada animal foi suficiente para obtencdo da
aliquota previamente designada, a ser
implantada na lesdo. Em todas as colheitas foi
possivel identificar macroscopicamente a
origem medular do material obtido por meio da
presenca de espiculas Osseas e goticulas de
gorduras que foi posteriormente confirmado
pela presenca de blastos em esfregaco das
amostras.

Nas primeiras  colheitas, durante o0
posicionamento da cénula, um animal se
desequilibrou no tronco e caiu. Apesar dos
esforcos em reanima-lo, o animal veio a 6bito
logo em seguida. Durante a necropsia, nao
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foram encontradas lesdes cardiacas,
hemorragias ou qualquer outro tipo de achado
que fosse capaz de indicar com seguranca a
causa da morte. Esse animal foi substituido por
outro no experimento.

5.2.4. Separacgédo da fracdo mononuclear

Apé6s a centrifugacdo, a camada acinzentada
contendo a fracdo mononuclear foi de facil
visualizacdo. O volume coletado de 20 mL de
MO possibilitou obtencédo de 0,8 mL da fragcéo

mononuclear a ser implantada na leséo
ligamentar.

5.3. Administragcdo dos tratamentos

A sedacdo e o bloqueio anestésico foram

suficientes para os procedimento de inoculacao
dos tratamentos, que foi simples quando guiado
suficientes para os procedimentos de inoculacdo

pelo ultra-som. A agulha hipodérmica 30X10
mostrou-se adequada para esse fim. A maioria
das lesbGes foi acessada pela face lateral do
membro Em dois animais houve a necessidade
de acessar a lesdo pela face medial devido a
sangramento.

5.4. Avaliacao clinica
5.4.1. Dor

Os dados relativos ao escores de dor estado
apresentados na Figura 8 e Anexo 1.

GCN

Escore
Escore

Dias

GMO

Escore

, 1

L_car]

Dias

Escores para dor

Escore

GCP
2
. T
o 0 2 4 8 12 16
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GTA
3
’ T
. T
3 ? ) H o T
Dias

Figura 8 — Médias (+ erros padrBes) dos escores pasenca de dor local em eqlinos submetidoséa lds ligamento
suspensoério sem tratamento (GCN) ou tratados cdugaso fisiolégica (GCP) ou terapia celular com madissea (GMO) ou

células oriundas de tecido adiposo (GTA).

30



N&o houve diferenca estatistica entre grupos ou
tempos. Observou-se que a dor foi mais
facilmente identificada entre 8 e 12 dias apos a
inducéo da lesédo coincidindo com o término da
administragdo da fenilbutazona 7 dias apds a
inducéo da leséo.

Somente o GTA apresentou um nivel de
sensibilidade dolorosa com média superior ao
escore 1 (dor discreta), porém esse valor nao foi

estatisticamente diferente do basal ou de outros
grupos no mesmo tempo.

5.4.2. Edema

Os dados relativos aos escores de edema de
membro, no local da lesdo, estdo representados
na Figura 9 e Anexo 2 e os relativos a medida

do perimetro, na Figura 10 e Anexo 3.
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GMO
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»
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Dias

GTA

Dias

Figura 9 — Médias_(+erros padrbes) dos escores para presenc¢a de edelneal da leséo, em eqlinos submetidos a lesdo do
ligamento suspensério sem tratamento (GCN) oudwat@om solugéo fisiolégica (GCP) ou terapia celeleam medula 6ssea
(GMO) ou células oriundas de tecido adiposo (GFAJo mesmo grupo, diferente do valor registradalizo0, P<0,05.

Em todos os grupos observou-se edema na
regido da lesdo, de grau discreto a moderado nos
dias subseqiientes a cirurgia, contudo apenas o

GMO, no dia 8, apresentou um aumento de
volume estatisticamente superior ao valor basal.
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Figura 10 — Médias (erros padrdes) das medidas do perimetro dos memiwmdocal da lesdo, em equinos submetidos a tsédo

ligamento suspensério sem tratamento (GCN) oudwoat@om
(GMO) ou células oriundas de tecido adiposo (GTA).

Nao foi encontrada diferenga estatistica
significativa entre 0os grupos ou tempos para a

solucéo fisiolégica (GCP) ou terapia celatam medula 6ssea

mensuracgdo do perimetro dos membros com ou
sem tratamentos.



5.4.3. Temperatura

Os dados relativos aos escores de temperatura
estdo apresentados na Figura 11 e Anexo 4.

Escores para temperatura
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Figura 11 — Médias (erros padrfes) dos escores para presenca de awheeieimperatura local em equinos submetidos a tisa
ligamento suspensério sem tratamento (GCN) oudwat@om solugéo fisiolégica (GCP) ou terapia celeleam medula 6ssea
(GMO) ou células oriundas de tecido adiposo (GFAJo mesmo grupo, diferente do valor registradalizo0, P<0,05.

Em todos os grupos, observou-se aumento de apenas no grupo GTA que apresentou um
temperatura local de grau discreto a leve ap6s a aumento de temperatura em relagéo ao basal nos
cirurgia que foi mais evidente entre os dias 2 e dias 4 e 8, retornando a valores semelhantes aos
12. Contudo, diferenca significativa ocorreu basais no dia 12.



5.5. Exame ultra-sonogréfico Os dados relativos as intensidades média,

minima e maxima de cor cinza na area da leséo
5.5.1. Intensidade de cor cinza na area da estdo apresentados respectivamente nas Figuras
leséo 12,13 e 14.

Intensidade média de cor cinza na area da lesao
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Figura 12 — Médias_(erros padrdes) dos escores da intensidade denzar ita area da lesdo de equinos submetidos adesado
ligamento suspensorio sem tratamento (GCN) oudwoat@om solugéo fisiolégica (GCP) ou terapia celolam medula 6ssea
(GMO) ou células oriundas de tecido adiposo (GTA).

N&do houve diferenca significativa entre os foi possivel observar que a menor média da
grupos e tempos. No entanto, nos quatro grupos intensidade da cor cinza ocorreu no dia 30.
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Intensidade minima de cor cinza na area da lesao
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Figura 13 — Médias_(rros padrdes) para intensidade minima de comaiazérea da lesédo de eqliinos submetidos a lesdo do
ligamento suspensorio sem tratamento (GCN) oudwoataom solugéo fisiolégica (GCP) ou terapia celolam medula 6ssea
(GMO) ou células cultivadas oriundas de tecido @stip(GTA).

Ndo houve diferenca estatistica significativa intensidade minima da cor cinza ocorreu no dia

entre 0s grupos e tempos. No entanto, nos 30.
quatro grupos foi possivel observar que a menor
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Intensidade maxima de cor cinza na area da lesao
GCN GCP
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Figura 14 — Médias_(erros padrdes) dos escores para intensidade méear cinza na area da lesdo de equinos submetido
leséo do ligamento suspensorio sem tratamento (@ONjatados com solugéo fisiolégica (GCP) ou teraplular com medula
6ssea (GMO) ou células cultivadas oriundas de d¢emitiposo (GTA). * Diferem entre si, P<0,05.

Nos quatro grupos foi possivel observar que a GMO ocorreu uma diferenca estatistica entre os

menor média de intensidade maxima da cor dias 30 e 42.
cinza ocorreu no dia 30. Contudo, apenas no
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5.5.2. Area da lesdo

N

Os dados relativos a &area da lesdo estdo
apresentados na Figura 15.

Area da lesao
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Figura 15 — Médias (erros padrdes) dos valores para area da lesagiiideos submetidos a lesdo do ligamento suspensénio
tratamento (GCN) ou tratados com solucao fisio®di@CP) ou terapia celular com medula éssea (GMOyélulas cultivadas

oriundas de tecido adiposo (GTA).

N&o houve diferenca significativa entre os GCP e GTA observou-se que a maior média na
grupos e entre os tempos para a area da lesdo. area da lesdo ocorreu no dia 30.
Porém, de forma coincidente, nos grupos GCN,
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5.5.3. Diametro de Ferret e perimetro da leséo

Os dados relativos ao didmetro de Ferret e do respectivamente nas Figuras 16 e 17.
perimetro da lesdo estdo apresestad

Diametro de Ferret da lesao
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Figura 16 — Médias (erros padrées) do diametro de Ferret da lesagidiacs submetidos a lesdo do ligamento suspenseémio
tratamento (GCN) ou tratados com solugéo fisiolddi@CP) ou terapia celular com medula dssea (GMQOétulas cultivadas

oriundas de tecido adiposo (GTA).

38



Perimetro da lesao
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Figura 17 — Médias_(-erros padrdes) dos perimetros das lesdes de sgsifmnetidos a lesdo do ligamento suspensoério sem
tratamento (GCN) ou tratados com solucao fisio®di@CP) ou terapia celular com medula éssea (GMOyélulas cultivadas
oriundas de tecido adiposo (GTA).

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos e GCP) observaram-se valores superiores no dia
e tempos para perimetro e diametro de Ferret. 30 nos grupos GCN e GCP.
Contudo, nos grupos sem terapia celular (GCN
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55.4. Area total do ligamento e area
percentual da leséo

Os dados relativos a area total do ligamento e
area percentual da lesdo estdo apresentados
respectivamente nas Figuras 18 e 19.

Area do ligamento
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Figura 18 — Médias_(erros padrdes) das areas dos ligamentos de egsimosetidos a leséo do ligamento suspensério sem
tratamento (GCN) ou tratados com solucao fisio®di@CP) ou terapia celular com medula éssea (GMOyélulas cultivadas
oriundas de tecido adiposo (GTA). * Diferem eniré®s0,05.

Em todos os grupos observou-se um aumento na no GCN, a partir do dia 8. No GMO, o0 aumento
area do ligamento, ao longo do tempo, que na area ligamentar foi a partir do dia 29 e no
foram significativos nos grupos GCN, GMO, GTA, a partir do dia 42.

GTA. Esse aumento ocorreu mais precocemente



Area percentual de lesao
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Figura 19 — Médias_(rros padrdes) das areas percentual de leséagdasehtos de eqlinos submetidos a lesdo do ligament
suspensoério sem tratamento (GCN) ou tratados cdugssm fisioldgica (GCP) ou terapia celular com madissea (GMO) ou

células cultivadas oriundas de tecido adiposo (GTA)

Nao houve diferenca significativa na area
percentual da lesdo entre grupos ou tempos.
Contudo, de modo geral, observou-se que o

6. DISCUSSAO
6.1. Inducéo das lesdes

Atualmente, o modelo de inducdo de lesdo em
tenddes e ligamentos é por meio de injecdo de
colagenase. Varios sdo os protocolos utilizados.
Pode-se induzir lesdo em tenddes flexores
digitais superficiais nos membros toracicos de
eqlinos com a injecdo de 4000 Ul de

colagenase em um volume de 1,5 mL; sendo 0,5
mL 10 cm distal ao acess6rio do carpo e mais
duas injecdes de 0,5 mL, uma 1 cm distal e
outra 1 cm proximal a primeira aplicacdo

(Redding et al., 1999). Existem casos onde uma

valor médio do dia 77 era inferior ao valor do
dia 3 em todos os grupos.

Unica aplicacdo de colagenase ndo é suficiente.
Caminoto (2003) utilizou 0,6 mL de colagenase
(2,5 mg/mL) no LS e ndo obteve sucesso, sendo
necessaria uma segunda aplicacdo na dose de
0,5 mL (5 mg/mL), no mesmo local da primeira
aplicacéo.

Um inconveniente da injecdo da colagenase é
gque o efeito desta enzima depende da
guantidade e do tipo de colagenase (potencial
enzimatico), do volume injetado (difusédo
préximo-distal e dispersdo para o paratendao) e
do grau de pureza da solucao (Clayton et al.,
2000). Porém esse método dispensa anestesia
geral e se aproxima melhor do que ocorre
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rotineiramente na clinica, onde ndo ha perda de
um fragmento tecidual.

A metodologia utilizada no presente estudo

mostrou-se bastante efetiva e capaz de produzir
uma lesdo homogénea. Por meio do modelo
com punch pbde-se controlar melhor o tamanho
da lesdo criada. Um anico procedimento foi

suficiente para criar uma lesdo de boa qualidade
e de facil visualizacédo ao ultra-som, logo apés o
procedimento cirdrgico. O modelo com punch

ndo causou grande desconforto aos animais. O
método associado ao tratamento com

fenilbutazona produziu inflamacéo discreta nos

membros sem prejudicar a locomocdo e

alimentacdo dos animais respeitando, assim, o
gue é preconizado no bem estar animal

Diante dessas consideracdes, o método de
inducdo de lesdo utilizado foi considerado
eficaz, por promover lesdo de tamanho
controlado, em toda extensao do ligamento, que
pode ser facilmente visualizado ao ultra-som
logo apds a inducdo, ndo havendo a necessidade
de esperar por um periodo (dias ou semanas) até
gue a lesdo se estabelecesse. A area anecoica
vista, certamente, foi devida a auséncia de fibras
e ndo a hemorragia ou edema, como ocorre em
modelos induzidos por colagenase (Barreira,
2005). Isso permite o estudo da validade das
terapias celulares empregadas no processo de
reparacao tecidual.

Outra vantagem do método com o punch é que
pode-se avaliar histologicamente o fragmento
biopsado e, assim, ter a certeza que aquela area
a ser tratada ndo apresenta nenhuma leséo
prévia.

Este modelo é valido ndo somente para
trabalhos cujo objetivo seria avaliar processos
de inflamacéo tecidual como também serve para
se estudar processos de ruptura de tenddes e/ou
ligamentos.

células

6.2. Obtencdo das

tratamentos

para 0s

Para se ter absoluta certeza de que as células
cultivadas a partir do TA representavam uma
populacdo de CT recomenda-se que testes
imunolégicos e bioquimicos sejam realizados
com a utilizacdo de marcadores especificos para
esse tipo de célula (Zuk et al., 2002). No

presente estudo, devido a questdes técnicas e
financeiras tais testes ndo foram realizados.
Contudo em todas as culturas, as células
cultivadas apresentaram morfologia
fibroblastica caracteristica das denominadas
"fibroblast-like  precursor cells" (células
precursoras semelhantes ao fibroblasto), que
tém capacidade multipotencial de se diferenciar
em varios tipos de células (Vidal et al., 2007).
Essas células tém sido denominadas como
células tronco derivadas do tecido adiposo
(ASC). Recentemente, Vidal et al. (2007),
utilizando protocolo de extracdo dessas células
do TA semelhante ao utilizado no presente
estudo, demonstraram a capacidade de
diferenciagdo das ASC eqlinas. Devido as
caracteristicas morfologicas, considerou-se que
as células cultivadas oriundas do TA no
presente estudo se tratavam de ASC.

6.2.1. Colheita, processamento e cultivo de
células oriundas de tecido adiposo

Sao raros os artigos cientificos que relatam a
metodologia utilizada para a coleta de tecido
adiposo na regido abaxial da cauda. O método
utilizado foi de simples execucdo e pode ser
utilizado na rotina de colheita de TA equino

para obtencdo de CTM.

Geralmente, essa regido possui uma grande
guantidade de TA, mesmo em animais com

escore corporal 2 (Speirs, 1999). O

procedimento mostrou-se livre de complicacfes
como infeccBes e deiscéncia de sutura, tendo as
praticas de anti-sepsia citadas no material e
métodos se mostrado eficientes. Em estudo
piloto realizado antes de se iniciar a fase

experimental, houve contaminacdo por fungos
da cultura de uma amostra. No presente estudo,
um cuidado considerado importante para que
isso ndo ocorresse foi a ndo utilizacdo da lamina
de bisturi usada para incisdo de pele para
realizar a colheita do TA.

Uma grande vantagem da técnica utilizada é a
pequena quantidade de tecido adiposo
necessario para o] cultivo celular.

Comercialmente tem-se colhido de 20 a 30g de
tecido adiposo para terapia celular (Sutter,
2007). Porém, esse volume foi superior ao
coletado no presente trabalho. Além disso, o
tecido coletado deve ser acondicionado em
frasco com meio apropriado (RPMI) e
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encaminhado ao laboratério para cultivo celular.
Esse cultivo dura, em média, 10 a 12 dias.

6.2.2. Colheita e processamento de medula
Ossea

A técnica de puncdo da MO em esterno de
eqlinos em estacdo é viavel, mas requer
adaptacdo da pessoa que coleta a amostra,
devido a posicao em relacdo ao animal e a forca
ventro-dorsal necesséaria para a penetracao da
canula (Barreira, 2005). Mesmo assim a puncao
em estacdo tem vantagem sobre a técnica de
coleta com os animais em decubito dorsal
(Herthel, 2001) por dispensar a anestesia geral.

O processamento utilizado permitiu o uso de um
volume de apenas 0,8 mL. Volume semelhante
foi utilizado por Barreira (2005) para injecao em
tendBes. Outros trabalhos relatam volumes
superiores ao utilizado no presente trabalho.
Rosenbrock et al., 2004, utilizou um volume de
10 a 15mL do aspirado de MO para tratar lesdes
proximais do LS e 5 a 8 mL nos casos de lesbes
nos ramos do LS. N&o foi informado se o
material foi filtrado ou sofreu algum tipo de
tratamento. Outra alternativa seria injetar um
pequeno volume de 1 mL, com 2X10de
células suspendidas de medula 6ssea cultivada
por 17 dias (Mountford et al., 2006) ou o
mesmo numero de células provenientes de
cultivo de MO por um periodo de 4 semanas
(Smith, 2004; Smith e Webbon, 2005). Assim,
uma vantagem do protocolo utilizado no
presente estudo foi o reduzido volume, mais
facil de ser aplicado e que, hipoteticamente,
traria menor pressdo no local da lesdo e menor
desconforto para o animal.

Mais pesquisas ainda serdo necessdarias para
estabelecer qual seria o melhor local e técnica
para coletar MO no cavalo. Quando a MO for
cultivada para isolamento de células
progenitoras, a contaminacdo por sangue nao é
relevante. Ao contrario, se a MO for implantada
diretamente ou for centrifugada, deve-se coletar
a maior quantidade de células progenitoras que
for possivel (Sutter, 2007). Deve-se também
verificar se ha necessidade de realizar algum
tratamento no material colhido e, a partir de
entdo, estabelecer o volume necesséario a ser
colhido e implantado no local a ser tratado.

Com relacdo ao acidente ocorrido durante a
colheita de MO, nao foi possivel determinar a
causa do Obito do animal. Complicages como
hemorragia incontrolada, laceragéo cardiaca ou
pneumotdrax sao conhecidos (Barreira, 2005).
Durante a necropsia ndo foram encontradas
lesbes no animal que pudesse sugerir a
ocorréncia de alguma destas complicacdes.
Assim, parece que a punc¢do da MO nao foi um
fator determinante. Apdés o ocorrido, as
colheitas foram realizadas com maior precaucao
gquanto a sedacdo do animal e passou-se a
posicionar a agulha de biépsia em esternébras
mais craniais.

6.3. Administragcéo dos tratamentos

A administracdo dos tratamentos mostrou-se
facil quando guiado pelo ultra-som, em animal
em estacao sob sedacédo e bloqueio regional dos
nervos palmares/plantares medial e lateral. Foi
possivel visualizar a area lesionada e
acompanhar o seu preenchimento.

A metodologia corrobora os resultados de
outros autores (Mountford, 2006). Pode-se
implantar células oriundas de MO no tenddo
flexor digital superficial, apos visualizar a lesao
pelo ultra-som, porém sem que o implante seja
guiado por esse (Rosenbrock, 2004). Outra
abordagem seria com o animal em estacao, sob
sedacdo, sem o bloqueio anestésico local, e o
implante sendo guiado pelo ultra-som (Smith,
2004; Smith e Webbon, 2006). Ha ainda a
possibilidade de se implantar medula éssea logo
apos a coleta, ambas sob anestesia geral, com
agulha calibre 18 guiada pelo ultra-som
(Anguiano-Estrella et al., 2005).

A metodologia empregada mostrou-se eficaz,
pois, pode-se ter a certeza do local onde o
implante deve ser realizado. A visualizacdo do
preenchimento do local da lesdo acompanhado
por ultra-som no momento da injecdo foi

considerada fundamental para certificar a
correta administracdo. Como verificou-se em
estudo piloto que o local da lesdo era
preenchido por um coagulo (Fig. 5), acredita-se
que as células inoculadas tiveram um meio
adequado para se fixar no local da leséo.
Considerou-se que a sedacdo e bloqueio
regional sdo técnicas seguras tanto para o
veterinario quanto para o paciente.
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6.4. Avaliacao clinica dos animais

A dor induzida pelo modelo foi classificada
apenas como discreta. Esse achado demonstra
que, apesar de produzir nitida lesdo no
ligamento, os animais ndo apresentaram sinais
clinicos marcantes de dor enquanto estavam sob
efeito da fenilbutazona na posologia empregada.
Uma possivel explicacdo para a manifestacao
mais nitida de dor entre 8 e 12 dias apos a
inducdo da leséo foi o final do tratamento com
fenilbutazona que foi interrompido no dia 7. A
fenilbutazona tem meia-vida de 68 + 25 horas,
que poderia justificar essa auséncia da dor. Da
mesma forma, Barreira (2005) também né&o
encontrou diferenca de sensibilidade dolorosa
entre 0s grupos controle e tratados com implante
de CTM oriundas de MO nos tenddes flexores.

A presenca de edema e aumento de temperatura
logo ap6s a inducdo da lesdo era esperado
devido a manipulacdo cirdrgica que os animais
foram submetidos.

6.5. Exame ultra-sonogréfico dos animais

N&do se verificaram diferencas significativas

entre grupos quanto a tonalidade cinza da lesao
a ultra-sonografia. A avaliacdo estatistica do

nivel de tonalidade cinza tem sido usada para
avaliar lesGes tendineas. Porém, essas
observagfes ndo séo suficientes para quantificar
de forma detalhada e documentar mudancas
sutis que ocorrem no tenddo. Assim, esses
parédmetros, ndo sao suficientemente precisos
para caracterizar de modo confiavel, como é
desejavel em estudos que tem como objetivo
avaliar o tratamento, ou monitorar de forma

detalhada a cicatrizacdo de lesBes (van Schie,
2000).

Nesses casos de lesfes tendineas e ligamentares,
acredita-se que a reducdo da intensidade
ecogénica expressa em tonalidade de cinza é
compativel com areas de hemorragia, edema e
tecido de granulacdo inicial na fase aguda da
lesdo (Barreira, 2005). Uma possivel explicacao
para essa observacgdo seria que nos primeiros 30
dias haveria uma reducdo da inflamacédo e, a
partir dai, o inicio de uma fase cicatricial de
deposicao de colageno. Esses dados corroboram
Barreira (2005), que em um estudo semelhante
encontrou uma intensa atividade de reparo a

partir do 36° de implante de células
mesenquimais oriundas de MO nos tenddes
flexores de equinos.

O diametro de Ferret € definido como a medida
das maiores dimensGes em uma dada direcéo.
Ele é de utilidade na mensuracéo dessas lesdes
devido a irregularidade de suas bordas. Esses
valores, assim como o perimetro, oscilaram
muito pouco durante todo o experimento
demonstrando que ndo houve uma diferenca
significativa na diminuicdo no tamanho da
leséo. Assim, esses 77 dias de acompanhamento
ndo foram suficientes para verificar uma
regressao no tamanho da leséo.

Nesse estudo foi encontrada uma diferenca no
periodo de aumento do tamanho do ligamento
nos grupos GCN, GTA e GMO. No GCN esse
aumento ocorreu no 1° més e nos grupos
tratados a partir do 2° més. Esses achados
sugerem que houve uma maior reacao
inflamatéria no GCN no 1° més e que nos
grupos tratados com terapia celular aconteceu
maior atividade cicatricial no ligamento a partir
do 2° més.

Estudos sugerem um periodo minimo de
cicatrizacdo de trés meses (Barreira, 2005). No
dia 77 em todos tratamentos do experimento a
area percentual da lesdo era menor que no dia 3,
sugerindo uma tendéncia a diminuicdo da area
percentual da leséo a partir de entao.

7. CONCLUSOES

Nas condicBes do presente estudo e com base
nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- O modelo experimental utilizado para inducéo
da lesdo, com a utilizagdo do punch para
biépsia, se mostrou eficiente. Por meio dele
obtiveram-se lesBGes padronizadas nos quatro
membros, sem que houvesse desconforto e
sofrimento desnecessérios aos animais. Pode-se
assegurar que a regido anecoica, observada ao
ultra-som, era devido & auséncia de tecido e ndo
a edema e hemorragia como supostamente
acontece com o modelo da colagenase.

- As metodologias empregadas para colheita das
células mesenquimais tanto da medula éssea
como do tecido adiposo se mostraram

tecnicamente factiveis e ndo causaram infeccéo,
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complicacBes de cicatrizacdo e sinais evidentes
de dor ou desconforto aos animais. O acidente
ocorrido durante a colheita de uma das amostras
de medula 6ssea nédo foi diretamente associado
ao procedimento.

- Os dois protocolos de terapia celular se
mostraram seguros, ja que ndo se observaram
reacdes indesejaveis nos membros dos grupos
tratados quando comparados aos membros de
grupos sem tratamento ou tratados com solugéo
fisiolégica.
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ANEXOS

Anexo 1. Escores para presenca de dor local ermesjisiubmetidos a lesdo no ligamento
suspensorio por meio de punch para bidpsia de f&em tratamento (GCN) ou tratados com
solugéo fisiolégica (GCP) ou terapia celular conduoie 6ssea (GMO) ou células oriundas de
tecido adiposo (GTA)

Escore

2,04
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6 1
0,4 4
0,2

0,0 -

Escores para dor no local da leséo

=—-GCN -~ GCP GMO --GTA

T T T T T T

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Dias

Anexo 2. Escores para presenga de edema no lodas@ia em eqiinos submetidos a leséo no
ligamento suspensorio por meio de punch para Eopsi0,6 mm sem tratamento (GCN) ou
tratados com solucgéo fisiolégica (GCP) ou terapialar com medula 6ssea (GMO) ou células
oriundas de tecido adiposo (GTA).

Escore

3,0 §

2,54

Escores para presenca de edema no local da lesédo

=—GCN =& GCP GMO -&-GTA

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Dias
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Anexo 3. Perimetro dos membros, no local da lesoequinos submetidos a lesdo no ligamento
suspensorio por meio de punch para bidpsia de &6sem tratamento (GCN) ou tratados com
solucéo fisiologica (GCP) ou terapia celular conduia 6ssea (GMO) ou células oriundas de tecido
adiposo (GTA).

Perimetro dos membros no local da lesdo

20,5 =—GCN - GCP GMO --GTA

20,0 -
19,5
19,0

185 1, , =

18,0

Centimetros

17,5

17,0

16,5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 30 42 54 66 77
Dias

Anexo 4. Escores para presenca de aumento de i@imzeno local da lesdo em eqliinos submetidos
a lesdo no ligamento suspensorio por meio de ppai bidpsia de 0,6 mm sem tratamento (GCN)
ou tratados com solugéo fisiolégica (GCP) ou teraggilular com medula 6ssea (GMO) ou células
oriundas de tecido adiposo (GTA).

Escores para temperatura dos membros no local dale  s&o

257 =—GCN - GCP GMO --GTA

Escore

0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Dias
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Anexo 5. Imagens digitalizadas de exames ultr@gdgiicos do tipo palmar transversal de membro
toracico direito do eqliino nimero 1. Observa-spritaeira imagem (a) o ligamento suspensorio ardaes d
inducdo da lesdo. As imagens seguintes apresemtarantro do ligamento suspensorio, lesdo induzida
por meio de punch para biopsia de 0,6 cm diametso3adias (b), 8 dias (c), 12 dias (d), 17 dias38)
dias (f), 42 dias (g), 54 dias (h), 66 dias (i)7edfas (j) ap6s a indugéo da lesao.
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