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Resumo

O Brasil tem o quarto maior rebanho equino do mundo, isto se deve
ao reconhecimento e apreciacdo que as diferentes modalidades
esportivas equestres entdo tendo dentro do pais. Lesbdes no tendao,
especialmente no tendao flexor digital, sdo a principal causa da redugao
da vida util de equinos atletas, podendo resultar at¢é mesmo no
encerramento da carreira atlética do animal. O tratamento de tendinites
em equinos visa a recuperacdo de tecidos lesados restabelecendo a
funcdo previamente perdida, sendo que os tratamentos convencionais
tém se mostrado ineficientes quando levamos em consideracdo a
qualidade do tecido cicatricial e a taxa de recidiva da lesdo apds a
retomada da atividade esportiva. Devido a isto, a utilizagdo de células
tronco adultas no tratamento de lesbes do sistema musculo-esquelético
de equinos ja vem sendo pesquisada ha algum tempo. Esse método de
tratamento consiste obtencdo de células pela pungao aspirativa da
medula éssea ou de retirada de gordura do subcutaneo e implante destas
no tecido lesado. A partir da obtencdo da medula éssea, pode se realizar
o implante de medula 6ssea total, da fracgdo mononuclear ou das CTM
cultivadas in vitro, no tratamento de tendinites ou desmites. A partir do
tecido adiposo é utilizada uma mistura de células derivadas da fragao
vascular estromal, obtida por digestdo por colagenase, com ou sem
realizacdo do cultivo celular. Segundo alguns estudos, a terapia celular
com implante de material obtido da medula 6ssea ou tecido adiposo, tém
se mostrado viavel, tendo em vista que estes materiais sdo abundantes
em componentes da reparagcdo como células-tronco mesenquimais
(CTM), fatores de crescimento e outros componentes da matriz colagena.
Diversos estudos utilizando ambos os tipos celulares vém apresentando
grande potencial e resultados clinicos promissores. Contudo, o
conhecimento da biologia celular e a caracterizagao destas células ainda
permanecem largamente desconhecido, sendo, portanto, necessario
muito critério e cuidado na utilizagao da terapia celular para o tratamento
das lesbes musculo- esqueléticas dos equinos.

Palavras chave: equinos, tendinite, células- tronco



ALVARENGA, MARINA LANDIM. Use of stem cells in the treatment of
equine tendinitis. Botucatu, 2011. 14p. Trabalho de conclusao de curso de
graduacado (Medicina Veterinaria, Area de Concentragdo:Cirurgia de
Grandes Animais)

— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade

Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Abstract

Brazil has the fourth largest horse herd in the world, this is due the
recognition and appreciation that the different equestrian games are
having within the country. Injuries of the tendon, especially in the digital
flexor tendon, are the main cause of athletic life reduction among horses.
The treatment of tendinitis in horses seeks full recovery of the damage
tissue reestablishing the function previously lost, however conventional
treatments have proven to be ineffective when considered the quality of
the scar tissue and the rate of recurrence. Due to this, the use of adult
stem cells to the treatment of musculoskeletal injuries of horses has been
studied for some time. This method of treatment consists of aspiration of
bone marrow or removal of subcutaneous fat tissue and implantation of
these cells in the injured tissue. After obtaining the bone marrow the
implantation can be performed with total bone marrow, with the
mononuclear fraction of MSC or with cells cultured in vitro. From the fat
tissue is used the stromal vascular fraction obtained by collagenase
digestion, followed or not by cell culture. According to some studies, cell
therapy with material obtained from bone marrow or adipose tissue has
shown to be viable, given that these materials are abundant in repair
components such as mesenchymal stem cells (MSC), growth factors and
other components of the collagen matrix. Several studies using both types
of cells have shown great potential and promising clinical results.
However, knowledge of the biology and characterization of these cells
remain largely unknown, and therefore is needed great care and caution
when using stem cells for the treatment of musculoskeletal disorders in
horses.

Key words: horses, tendinitis, stem cells
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1. Introducéo

O Brasil tem o quarto maior rebanho equino do mundo, com 5,8
milhdes de cabecas, ficando atras dos Estados Unidos, China e México.
O agronegécio do cavalo gera 642,5 mil empregos diretos e 2,6 milhdes
de empregos indiretos, e seu faturamento anual é de, em média, R$ 7,5
bilhdes, sendo que as exportagdes desta atividade em 2009 totalizaram
US$ 27,4 milhdes (Confederagdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil,
2010). O crescimento do mercado do cavalo dentro do Brasil se deve,
principalmente, ao reconhecimento e apreciacdo que as diferentes
modalidades esportivas equestres entdo tendo nos ultimos tempos.

As lesbes do sistema musculo-esquelético, principalmente as
tendinites, sdo muito freqientes em equinos, especialmente nos animais
atletas. Estas lesdes resultam na reducéo da vida util ou até mesmo no
encerramento da carreira atlética do animal, uma vez que a recuperagao
€ dependente de um longo periodo de repouso e mesmo com O
tratamento adequado a taxa de recidiva pode ser muito alta, chegando a
mais de 43% (Nixon et al, 2008).

Este fato ocorre devido a estrutura do tendao, a qual possui minima
vascularizagao, ceélulas com atividade mitética reduzida e presenga de
poucas células progenitoras; resultando em um processo de cicatrizagao
lento, que na maioria dos casos, leva a formacdo de uma matriz
extracelular de qualidade biomecéanica inferior (Carvalho et al, 2011).

Desta maneira, a busca por um tratamento ideal para as tendinites
€ constante. Os modelos tradicionais de tratamento, seja ele conservativo
ou cirurgico, visam diminuir a inflamacdo dentro do tend&o, prevenir
aumento da lesao e estimular o processo de cicatrizagdo. Contudo, estes
tratamentos tém sido ineficientes quando levamos em consideragao a
qualidade do tecido cicatricial e a taxa de recidiva da lesdao apds a
retomada da atividade esportiva. Devido a isto, recentemente a sociedade

cientifica vem testando o implante de células- tronco como tratamento de
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estruturas tendo-ligamentosas, a fim de melhorar a arquitetura e
constituicdo do tecido cicatricial, visando a producdo de uma qualidade
tecidual superior e o mais proxima do normal possivel. Esse método tem-

se mostrado viavel e os resultados promissores.

2. Revisao de Literatura

2.1Estrutura Tendinea

O tenddo é uma faixa espessa de tecido conjuntivo fibroso, de
baixa celularidade que atua ligando o musculo ao osso. Os tenddes dos
mamiferos s&o constituidos de unidades arranjadas longitudinalmente
denominadas fasciculos, os quais sdo compostos por fibrilas de colageno
com uma matriz de proteoglicanos, glicoproteinas, fibras elasticas, ions e
agua.

As fibrilas de colageno sao estruturas cilindricas compostas
principalmente por moléculas de colageno tipo |, que seguem uma forma
ondulada, plana ao longo do eixo longitudinal do tenddo denominada
crimp, sendo unidades fundamentais para a resisténcia a tracdo a qual
um tendao é submetido (Stashak, 2006).

2.2Tendinite

Lesbes no tendao, especialmente no tendao flexor digital, sdo a
principal causa da reducéo da vida util de equinos atletas. A regido central
da porgcao metacarpica média do tendao flexor digital superficial (TFDS)

do membro anterior é a mais afetada (Ross & Dyson, 2003).
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Richardson et al, 2007
Figura 1: Regido central da por¢cdo metacarpica média do TFDS, destacada por

um circulo vermelho.

Os tenddes possuem grande resisténcia a tracdo e tém baixa
extensibilidade, de forma que um equino atleta trabalha no seu limite
durante atividades fisicas intensas. Sugere-se que 0 exercicio causa
microtraumas na regidao central do tendao flexor digital superficial,
acelerando a perda do padrdo crimp das fibrilas que ocorreria
normalmente ao longo da vida do animal. Portanto, o acumulo de
microtraumas enfraquece o tendao, podendo resultar em ruptura parcial
ou completa (Stashak, 2006).

Quando lesionado, o tecido de reparagédo € menos organizado e
mais fraco que o do tendao sadio, causando queda no desempenho do
animal e sendo muito propicio a ser lesado novamente. Essa diferenca de
qualidade se deve a composicao de matriz dos dois tecidos. A cicatriz
formada apresenta fibras que contém muito mais colageno tipo lll, do que
as fibras do tenddo normal (1% de colageno tipo Ill no tenddo normal,
comparado com 20-30% na cicatriz) (Williams et al, 1980). As fibras de
colageno tipo Il possuem menor diametro e sdo mais elasticas, contudo,
suportam menor tensdo, o0 que explica a queda da qualidade do tendao e

as recidivas de tendinite.
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A) i B)

Richardson et al, 2007

Figura 2: A) Corte longitudinal de tendado flexor digital superficial saudavel,
demonstrando o arranjo longitudinal dos tendcitos (setas pontilhadas) e tecido
interfascicular (seta cheia); B) Tecido cicatricial ap6s quatro meses da lesao,
demonstrando a desorganizagdo da matriz celular e aumento da celularidade e

vascularizagédo. Escala= 100um

O tratamento da tendinite do TFDS pode ser extremamente
frustrante pela dificuldade em restaurar a estrutura e fungdes tendineas
anteriores a lesdo. Muitos tratamentos convencionais tém tentado
proporcionar o restabelecimento da funcionalidade do tendao lesado,
porem ha poucas evidencias de que estes sejam mais eficientes do que
longos periodos de repouso com exercicios controlados (Smith, 2004).
Portanto, devido a ineficiéncia dos tratamentos convencionais
(antiinflamatorios ndo esterdidais sistémicos, frio local, terapia do quente
e frio, massagens, laser e ultrassom terapéutico) a utilizagcado de terapia
celular com células tronco adultas no tratamento de lesbes do sistema
musculo-esquelético de equinos ja vem sendo pesquisada ha algum
tempo. Esse método de tratamento consiste na puncao aspirativa da
medula 6ssea (Barreira et al, 2008), e/ ou de retirada de gordura do
subcutaneo (Fortier & Smith, 2008), seguida do isolamento e cultivo ou
nao das células presentes nesses meios, associada ao implante dessas

células no tecido lesado.
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2.3 CélulaTronco

As células-tronco (CT) podem ser definidas como células com
grande capacidade de proliferacdo e auto-renovacgéao, além da capacidade
de responder a estimulos externos e dar origem a diferentes linhagens
celulares mais especializadas. Estas células podem ser classificadas
quanto seu grau de potencialidade como totipotentes, pluripotentes,
multipotentes e unipotentes, e quanto a sua origem como embrionarias
(CTE) ou adultas (CTA) (Zago & Covas, 2006; Migroni-Netto & Dessen,
2006).

As CTE séo derivadas do blastocisto e sdo consideradas
pluripotentes, ou seja, apresentam a capacidade de originar mais de 250
tipos diferentes de linhagens celulares. Contudo, este tipo celular possui
as desvantagens de ter origem alogenica e estar associado com a
formagdo de teratomas, limitando, assim, o seu uso clinico atualmente
(Maia et al., 2009).

Ja as CTA ou somaticas sao responsaveis pelo reabastecimento
tecidual ao longo da vida e estdo presentes na maioria dos tecidos, tais
como, pele, figado, coragéo, cérebro, medula 6ssea, sangue do cordao
umbilical e placenta. As CTA tém potencial limitado, sendo capazes
apenas de produzir variedades celulares dentro de sua propria linhagem
(exemplo: hematopoiéticas e mesenquimais) (Maia et al., 2009).

As células hematopoiéticas dao origem a todos os tipos de células
do sangue e atualmente s&o utilizadas nos tratamentos de doengas
hematoldgicas através do transplante de medula 6ssea (Goodship, 2004).

As células- tronco mesenquimais (CTMs) sao células adultas
indiferenciadas de origem mesodermal que podem ser isoladas de
diferentes tecidos, sendo os locais de escolha para o uso clinico a medula
Ossea e o tecido adiposo. As CTMs sao aderentes ao plastico, expressam
os marcadores de superficie CD44, CD73, CD90 e CD105, entre outros, e
nao expressam CD45, CD34, CD14 (CD11b), CD79 (CD19) e HLA- DR
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(Koch et al, 2009). Em condi¢des especificas elas podem dar origem as

células do tecido muscular, adiposo, cartilaginoso e tendineo.

2.4. Terapiacom células-tronco

O transplante de células- tronco mesenquimais autélogas em um
numero muito maior do que o presente normalmente no tecido tendineo,
tem se mostrado capaz de promover a regeneragdo e reparagao do
tendao lesionado. Contudo, € importante ressaltar que ainda é necessaria
a realizacao de estudos para entendermos melhor a maneira como essas
células atuam no local de lesdo. Atualmente ha duas teorias que
explicariam este potencial: as células implantadas se diferenciam em
células capazes de sintetizar matriz tendinea; ou as células secretariam
fatores que induziriam as células adjacentes (implantadas ou residentes)
a sintetizar matriz tendinea (Richardson et al, 2007).

Apesar disto, a terapia celular vem sendo usada para o tratamento
de tendinites visando a recuperagcdo de tecidos lesionados
restabelecendo a fungédo previamente perdida. Em equinos, a grande
maioria de células-tronco utilizadas para o tratamento de tendinites é de
origem adiposa ou de medula éssea, entretanto outras fontes de células
mesenquimais, como os tecidos fetais (Lovati et al., 2010), tem sido
recentemente descritas, mas ainda com pequeno destaque na aplicacéo
clinica. Estas células podem ser usadas clinicamente de varias maneiras,

cada uma delas apresentando suas vantagens e desvantagens.

. Células-tronco provenientes da medula 6ssea

A coleta da medula éssea pode ser realizada na regiao esternal ou
na crista iliaca, sendo que as células podem ser utilizadas de trés
maneiras distintas.

A primeira técnica consiste na injecdo do aspirado de medula
Ossea total no local da lesdo. As vantagens desta técnica sdo a sua
simplicidade, a possibilidade de realizar o procedimento imediatamente
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apos o diagnostico e o seu custo relativamente baixo. Todavia, ha certa
restricdo no uso direto do aspirado de medula éssea total em tenddes,
uma vez que possui potencial de mineralizacdo. Além disto, a principal
desvantagem seria a pequena quantidade de células presente no
aspirado medula, apresentando apenas 0,001% a 0,01% de populacao de

células mononucleares (Fortier & Smith, 2008).

Arquivo pessoal
Figura 3: Imagem da pungao do esterno (A) e aspiragdo do sangue da medula

Ossea (B).

Herthel, 2001, comparou os resultados de tratamentos de lesdo do
ligamento suspensério do boleto de equinos por tratamento convencional
ou com injegdo de pung¢ao de medula dssea. Este autor observou que
84,8% dos individuos que nao foram tratados com células-tronco nao se
recuperaram, ou voltaram a apresentar lesédo, e 84% dos animais tratados
com células-tronco voltaram a trabalhar normalmente dentro de 6 meses.

A segunda técnica consiste na centrifugacao do aspirado medular,
com o objetivo de separar a fragdo mononuclear e desta forma aumentar
a quantidade de células mesenquimais presente em cada aplicagao. Esta
técnica também possui a vantagem de poder ser utilizada logo no
momento do diagnostico, contudo permanece a desvantagem do pequeno
nuamero de células recuperadas para a implantagédo (Fortier & Smith,
2008).
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Lacitignola et al, 2008 utilizaram a fragdo mononuclear no
tratamento de tendinites e desmites em equinos. Vinte cavalos foram
utilizados (8 cavalos de trote e 12 cavalos de salto), 14 animais
apresentavam tendinite do TFDS e 6 apresentavam desmite do ligamento
suspensor do boleto. Apds a aplicacdo nao foram observados sinais de
inflamac&o. Passadas 3 semanas do tratamento ndo notou-se dor a
palpacdo no local da lesdo e com 6 semanas poés tratamento nao foi
observada claudicacdo. Sendo que a imagem ultrassonografica das
lesbes comecou a ter melhora a partir da 32 semana pds aplicacdo. Os
resultados demonstraram que 60% dos pacientes retornaram a atividade
fisica e os outros 40% permaneceram sob regime de exercicio controlado.
Sendo a taxa de recidiva de 35%.

A terceira técnica consiste na cultura das células por um periodo de
2 a 3 semanas para que estas se multipliguem em um numero maior que
10x 10°. Este método visa a purificacdo da populagdo celular obtida apds
a centrifugacdo, uma vez que somente as células mesenquimais,
presentes na fracdo mononuclear tem a capacidade de aderir ao plastico
e sobreviver durante o periodo de cultivo. O implante destas células é
entdo realizado no local de lesdo. Para tal, as células sao ressuspendidas
em um sobrenadante de medula éssea, substancia esta rica em fatores
de crescimento. Esta técnica é a mais utilizada atualmente e a sua
vantagem seria a implantagdo de um numero maior e mais puro de
células-tronco. Contudo, as desvantagens sao o tempo transcorrido entre
0 momento da aspiracédo e o momento da implantagao e o elevado custo
(Fortier & Smith, 2008).

Smith et al, 2003, relataram pela primeira vez o uso de células-
tronco autdlogas cultivadas derivadas da medula 6ssea para o tratamento
de tendinite ndo induzida do TFDS. Este trabalho demonstrou a
viabilidade do uso clinico de células cultivadas, e mais importante do que
isto, relatou que n&do houve qualquer reacdo adversa a este tratamento

com 10 dias e 6 semanas poés implante. Contudo, o tratamento foi
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realizado em um unico animal de 11 anos, o qual apresentava lesao do
TFDS ha 5 semanas; e os resultados obtidos mostraram uma melhora
minima da imagem ultrassonografica (redugédo de 0,5% da lesédo com 10
dias e 5% com 6 semanas).

Segundo Richarson et al (2007), mais de 400 cavalos ja formam
tratados com esta técnica. Apds mais de 1 ano de acompanhamento dos
animais que retornaram a um nivel intenso de treinamento, contatou-se
que 18% tiveram recidiva da lesdo, o que €& favoravel quando
comparamos com a taxa de 56% de recidiva obtida com tratamento
convencional.

Pacini et al, 2007 relataram que 9 de 11 cavalos de corrida com
tendinite ndo induzida do TFDS tratados com células mesequimais
cultivadas retornaram as pistas e continuaram a correr mesmo 2 anos
apdés o tratamento. Sendo que todos os 15 animais controle tiveram

recidiva da lesao apds 4 a 12 meses.

. . Células-tronco provenientes de tecido adiposo

O tecido adiposo vem se tornando uma alternativa promissora para
a obtencao de células-tronco para o tratamento de lesdes tendineas e
ligamentares, tendo a vantagem de possuir uma maior concentragdo de
células mesenquimais do que a medula éssea (2% comparado com
0,002%) e ter uma taxa de proliferagdo in vitro superior a das células
derivadas de medula (Dahlgren, 2009). Para a obtencdo das células o
tecido adiposo subcutaneo é colhido da regido supragluteal ou da base da
cauda com o auxilio de pinga e bisturi. O fragmento de tecido é entédo
submetido a digestao por colagenase a fim de se obter a fragdo vascular
estromal na qual as células- tronco estédo contidas (Maia et al., 2009).

Atualmente a técnica mais aplicada é a utilizacdo de uma mistura
de células derivadas da fracdo vascular estromal do tecido adiposo sem
realizagdo do cultivo. Esta técnica tem a vantagem de isolar um grande

namero de células em um curto periodo (48 horas). Contudo, a
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quantidade de células-tronco mesenquimais é indeterminada (Fortier &
Smith, 2008).

A fragdo vascular estromal é constituida por uma populagéo
heterogénea de células, a qual inclui células endoteliais e epidermais, pré
adipocitos e algumas células progenitoras. Estas células progenitoras sao
as células- tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, as quais
tem demonstrado possuir um potencial de diferenciagdo semelhante ao
das células derivadas da medula 6ssea (Carvalho, et al, 2011).

Mais de 1000 equinos ja foram tratados com células- tronco
derivadas de tecido adiposo processadas comercialmente. Um total de
78% dos animais de esporte retornaram ao mesmo nivel de performance
que possuiam antes da lesdo e 69% dos animais de corrida voltaram a
raia por mais de uma vez (Dahlgren, 2009).

Leppanen, et al, realizaram o tratamento de 58 equinos com
tendinite ou desmite n&o induzidas utilizando suspensdo de células-
tronco cultivadas derivadas do tecido adiposo. O processo de cicatrizagao
foi acompanhado por exame ultrassonografico com 1, 3 e 6 meses apos 0
tratamento e aos 12 meses foi realizado um acompanhamento por
telefone dos animas. Observou-se uma melhora na imagem
ultrassonografica desde o primeiro més de acompanhamento. Uma taxa
de 50% de recuperagéao foi atingida com 8 meses pds tratamento; e apds
1 ano do tratamento 85% dos animais recuperados voltaram a competir e
12,1% tiveram recidiva da leséo.

Nixon, et al, induziram tendinite do TFDS do membro anterior de 8
cavalos. Quatro foram tratados com implante da fragdo vascular estromal
derivada de tecido adiposo autdlogo, e quatro foram submetidos a
aplicagdo de solugdo de PBS no local da lesao (grupo controle). A
cicatrizagdo foi acompanhada semanalmente por avaliagado
ultrassonografica, demonstrando que nao houve diferenga significativa
entre tempo e qualidade de reparagao nos dois grupos. Os animais foram

eutanasiados apdés 6 semanas do tratamento para a realizagdo da
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avaliacdo histolégica da estrutura tendinea, incluindo alinhamento das
fibras e tipo de colageno presente na arquitetura tendinea. Foram
realizadas, também, a analise biomécanica e molecular do colageno,
DNA, proteoglicanas e expressao génica de colageno tipo | e lll, proteina
de matriz cartilagem oligomérica (COMP) e fator de crescimento tipo
insulina-I. Sendo que no grupo tratado, a avaliagdo histopatoldgica
revelou uma melhora significativa na arquitetura das fibras, com melhor
densidade e alinhamento; e reducdo da vascularizacdo, infiltrado de
células inflamatérias e formagdo de colageno tipo Ill. As éareas de
cicatrizagdo nao diferiram quanto ao conteudo de DNA, proteoglicanas ou
quantidade total de colageno. A expressao génica de colageno tipo | e Il
foi similar nos dois grupos e a expressao de COMP foi significativamente
superior nos animais tratados. Os autores concluiram que o tratamento
com a fragao vascular estromal proveniente de tecido adiposo propiciou
uma melhora significativa na arquitetura do tendao durante o processo de

cicatrizagao.

3. Consideracgdes Finais

O uso das células-tronco dentro da terapia regenerativa tem
mostrado grande potencial e resultados clinicos promissores. Contudo,
ainda é necessaria a realizagao de estudos clinicos bem definidos e
controlados para que esta técnica possa ser incluida com segurancga
dentro dos tratamentos instituidos para as lesées musculo- esqueléticas
dos equinos, assim como de qualquer outra espécie.

Apesar da grande quantidade de estudos feitos e sendo realizados
com células-tronco, o conhecimento da biologia celular e a caracterizagao
destas células ainda permanece largamente desconhecido. E de
particular importancia o estudo dos mecanismos através dos quais as
células-tronco transferidas sao capazes de orquestrar os mecanismos de

reparagao tecidual, seja por diferenciacdo nos tipos celulares lesados ou
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por alteragdo do microambiente e remodelamento das células enddgenas.
Dessa forma, atualmente o uso da terapia celular deve ser realizado com
muito critério e cuidado, e todos os resultados (sejam eles favoraveis ou

nao) devem ser divulgados.
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