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RESUMO

Este trabalho relata o estdgio supervisionado obrigatorio (ESO) em Clinica e Cirurgia de
Grandes animais e Clinica Médica de Equinos, motivado pelo interesse e afinidade de atuar
nestas areas e necessidade de aprofundamento pratico. O ESO foi realizado no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte — MG), de julho
a setembro de 2019, e na Unidade de Saude Equina (Lagarto — SE), de outubro a novembro de
2019. Além das atividades acompanhadas durante o ESO nas diferentes instituicdes, €
apresentada uma revisao sistematica qualitativa sobre o uso de células tronco mesenquimais
(CTMs) como terapia regenerativa em articulagdes osteoartriticas de equinos. A pesquisa foi
fundamentada em artigos cientificos encontrados nas bases de dados Pubmed e Science Direct
em fevereiro de 2020, publicados entre os anos de 2007 a 2020. No total, 15 trabalhos foram
incluidos com os critérios de serem estudos in vivo com CTMs equinas, autdlogas ou
alogénicas, originadas de qualquer tecido, aplicadas por via intra-articular, com ou sem
combinagdo de outras terapias biologicas, usadas para tratamento de lesdes associadas a
osteoartrites (OA) induzidas ou adquiridas. Os estudos consistiram de oito estudos
randomizados duplo-cego, cego ou apenas randomizado (sendo trés multicéntricos), de
placebo-controle ou ndo; seis ndo randomizados (sendo quatro placebo-controle, um estudo
piloto, um preliminar e uma série prospectiva de casos), e um estudo de laboratorio controlado.
Os efeitos imunomodulador e reparador das CTMs foram demonstrados na maioria dos estudos
por meio da redugdo dos sinais clinicos inflamatorios e da melhora histoldgica e bioquimica
articular nos equinos com lesdes articulares. No entanto, a variabilidade dos fatores que podem
influenciar o efeito da terapia génica em OA de equinos, dificultou conclusdes mais especificas
entre os estudos. Estudos multicéntricos mais homogéneos € com acompanhamento dos animais
a longo prazo poderao fornecer amostragem adequada e obten¢ao de resultados estatisticamente

significativos e reproduziveis.

Palavras-chave: alogénica, articulagdo, autdloga, cavalo, terapia celular.
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1. INTRODUCAO

A clinica médica e cirurgica de grandes animais ¢ uma area relevante de atuagdo do
médico veterinario considerando a presen¢a de ruminantes € equinos no agronegocio € cultura
desportiva, contribuindo para a sustentabilidade familiar e a economia brasileira. Ainda que
com variagdes regionais, devido a aptidao atribuida a essas espécies, a clinica médica e cirtirgica
de grandes animais possui uma casuistica comum em nucleos hospitalares e a campo, exigindo
do médico veterinario conhecimento dos métodos diagnésticos e terapéuticos para adequado
atendimento individual e de rebanho, assim como para o encaminhamento quando necessario.

A necessidade de conhecimento tedrico-pratico e aprimoramento das habilidades
desenvolvidas durante o curso de graduacdo em Medicina Veterindria levou a escolha de
realizacdo do Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO) nas areas de clinica e cirurgia de
grandes animais. O relatério do ESO contém a descri¢ao das atividades e a relagdo dos casos
acompanhados durante o periodo de estagio.

A osteoartrite (OA) foi uma das doengas acompanhadas nos atendimentos de equinos
durante o ESO. O impacto de sua ocorréncia na saude do animal motivou o aprofundamento
sobre o tema. A degeneragao da cartilagem articular, caracteristica da OA, tem sido o alvo de
muitos estudos cientificos buscando métodos terapéuticos para a regeneragao deste tecido. As
células tronco mesenquimais (CTMs) vém sendo utilizadas como agente bioldgico favorecedor
desta restauracdo. Neste trabalho, a doenca e as caracteristicas das CTMs estdo apresentadas
em forma de revisao de literatura e sua atuacao na OA equina sao discutidas em uma revisao

sistematica qualitativa.



2. RELATORIO DO ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

2.1. HOSPITAL VETERINARIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
(HV-UFMG)

A primeira parte do ESO foi realizada no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG), em Belo Horizonte — MG, na area de
clinica médica e cirtrgica de grandes animais, no periodo de 1 de julho a 27 de setembro, tendo

como supervisor o médico veterinario Dr. Rafael Resende Faleiros, professor titular da UFMG.

2.1.1. Estrutura funcional e fisica do Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Minas Gerais (HV-UFMG) — Setor de Clinica Médica e Cirurgica de Grandes

Animais

O HV desenvolve atividades de ensino, pesquisas e extensdo ligadas aos quatro
departamentos da universidade. O HV ¢ formado pelos setores de Clinica Médica, Clinica
Cirurgica, Patologia, Reprodugdo e Divisdo de Enfermagem.

O atendimento ao publico ocorre de segunda a sexta-feira, das 8h as 21h e nos finais de
semana das 8h as 18h. Os servigos disponibilizados incluem consultas, cirurgias e exames
laboratoriais e de imagem, sendo atendidos animais domésticos de grande e pequeno porte e
algumas espécies de animais selvagens.

O corpo técnico do HV ¢ composto de médicos veterinarios residentes, professores, pos-
graduandos e médicos veterinarios contratados pela Fundacdo de Estudo e Pesquisa em
Medicina Veterindria e Zootecnia. Estagidrios curriculares, que estdo a cumprir o ESO, e
estagiarios da propria instituicdo, através do programa de vivéncia, acompanham os
atendimentos e ajudam na rotina diaria. O local funciona também com ajuda de secretarias,
técnicos em administracao, farmacéuticas, técnicos em radiologia e auxiliares de limpeza e
servigos gerais.

Em sua estrutura, o HV dispde de ambulatorios para atendimento, centros cirirgicos,
farméacia, salas de radiologia, laboratorios de analises clinicas, microbiologia, parasitologia,
setor de necropsia, canis, blocos de internacao para animais de pequeno e grande porte, sala
para armazenamento de ragao e feno, alojamento para plantonistas e banheiros.

O setor de clinica e cirurgia de grandes animais da UFMG ¢ composto pelo galpao de
equinos e o bloco de cirurgia. No galpao, hé o tronco de contengao fisica que da acesso a sala

de uso dos residentes para armazenamento de fichas e documentos (Figura 1), dezesseis baias,
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um redondel e dois piquetes (Figura 2). O setor também dispdes de mais dois piquetes. O bloco
cirargico possui sala de indug¢do e recuperacdo anestésica, sala de cirurgia geral, sala para
cirurgias em estacao (Figura 3), sala de paramentagdo, sala de esterilizacdo de materiais

cirtrgicos, lavanderia, vestiario e banheiro.

Figura 1. Area de avaliago fisica de grandes animais com tronco de contengdo e entrada para sala
dos residentes. Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) — Setor
de Clinica Médica e Cirtirgica de Grandes Animais, setembro de 2019. Fonte: Rafaela Requia.

Figura 2. Galp3o de equinos do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG)
- Setor de Clinica Médica e Cirtirgica de Grandes Animais, setembro de 2019. A: redondel; B: corredor com
acesso as baias de internamento. Fonte: arquivo pessoal.



Figura 3. Bloco cirurgico do setor de clinica médica e cirtrgica de grandes animais do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG), setembro de 2019. A: sala para
procedimentos em estacdo; B: sala de inducdo e recuperagdo anestésica; C: sala de cirurgia. Fonte:

2.1.2. Atividades desenvolvidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal de

Minas Gerais (HV-UFMG)

As atividades de estdgio desenvolvidas no setor de clinica médica e cirargica de
grandes animais, mais especificamente no galpao de equinos, ocorriam junto aos servigos
realizados no periodo de atendimento ao publico e no horario de plantdo ao se auxiliar pacientes
em cuidados intensivos. Algumas atividades eram realizadas no galpao de ruminantes quando

surgiam casos cirargicos (Clinica Médica de Ruminantes). O estagio consistiu da realizagdo de



exame fisico geral diario de todos os pacientes internados, acompanhamento de exames fisicos
especificos e complementares (exames radiograficos e ultrassonograficos), participagdo em
procedimentos cirargicos e de pods-operatdrio e colaboracdo em aulas praticas do curso de
graduacao realizadas no setor de cirurgia.

Dentre os exames fisicos especificos acompanhados em equinos, os exames ortopédicos
eram os mais realizados devido a incidéncia de animais que chegavam com claudicac¢do. Os
exames ortopédicos consistiam da inspegdo clinica, palpagdo e avaliagdo do cavalo em
exercicio. Conhecido também como exame dinamico, a avaliagdo do equino em exercicio era
realizada observando o animal ao passo e ao trote em linha reta e, em seguida, em circulos. Em
meio ao exame dindmico, eram realizados os testes de flexdo seguidos dos bloqueios
anestésicos perineurais. Apds a confirmacao do local da dor ou em caso de duvidas, o animal
era submetido aos exames de radiografia e ultrassonografia para avaliacao das lesdes. Nos casos
de infiltragdo articular, perfusdo regionais e outros procedimentos aos quais necessitasse uma
antissepsia rigorosa, o animal era colocado no tronco de contengdo da sala do bloco cirtirgico.

Variados procedimentos ambulatoriais foram realizados sob supervisao do residente
responsavel, como colheitas de sangue, dilui¢ao e aplicacdo de medicamentos, confeccdo de
curativo, cateterizacdo venosa, passagem de sonda nasogastrica e bloqueios anestésicos
perineurais. Executou-se também outras atividades como alimentacdo e passeio dos animais.

Os procedimentos cirurgicos acompanhados eram efetuados pelo professor da area e
pelos residentes, realizados em sua maioria durante aulas praticas. Nas cirurgias que ocorriam
fora do horario de aula, era possivel auxiliar ou dar assisténcia com a entrega de materiais.
Acompanhou-se o pos-operatorio junto aos residentes, incluindo no periodo noturno e de
plantdes. Algumas das aulas praticas acompanhadas ocorreram nas fazendas experimentais da
universidade.

Durante as atividades junto aos pacientes ou apos a apresentacdo de seminarios,
participou-se de discussdes guiada pelos professores e residentes sobre o diagnostico e

terapéutica dos casos atendidos.
2.2. UNIDADE DE SAUDE EQUINA (USE)

A segunda parte do ESO foi realizada na clinica Unidade de Saude Equina (USE),
Lagarto—SE, de 7 de outubro a 1 de novembro, na area de clinica médica de equinos sob a

supervisao do médico veterindrio José Teixeira Moreira Neto.



2.2.1. Estrutura funcional e fisica da Unidade de Saude Equina (USE)

A USE assiste equinos que precisam de atendimento clinico ou de pequenas cirurgias,
como castracdes e herniorrafias, realizadas tanto em sua estrutura propria quanto a campo. Os
animais em situacdo critica sdo levados para a clinica. Dentre os procedimentos realizados a
campo estdo os odontoldgicos e as colheitas de sangue para exames diversos.

A clinica funciona no periodo matutino e vespertino e, em casos de emergéncia, os
atendimentos sdo realizados durante a noite, todos os dias da semana. Devido ao médico
veterinario residir na clinica, os horarios de atendimento se tornam mais acessiveis aos
proprietarios dos animais.

O corpo clinico da USE, durante o ESO, consistiu do médico veterindrio José Teixeira,
contando com ajuda de funcionarios para a alimentagdao dos animais e limpeza das baias e do
estabelecimento.

A clinica USE possui um tronco de contencao fisica (figura 5), sala de indugdo para
pequenas cirurgias eletivas, oito baias (figura 6), estando duas em construc¢ao, laboratorio usado
para o armazenamento de sangue, farmadcia, escritorio do profissional responsavel, sala de
maceracao de capim e armazenar racdo, banheiro para os clientes e estagiarios, dois quartos
para estagiarios, piquete, dois pastos e rampa para desembarque dos animais. A clinica possui
ainda um aparelho para ozonioterapia para tratamento suporte para lesdes cutaneas e materiais

odontologicos para ajuste de oclusdo dentéria e exodontias.

igura 4. Entrada da Unidade de Saude Equina (SE) e corredor de acesso as enncis da clinica
e as baias de internamento, outubro de 2019. Fonte: arquivo pessoal.




Figura 6. Area de avaliagio fisica de equinos com tronco de contengio e entrada para desembarque dos animais.
Unidade de Saude Equina (USE), outubro de 2019. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 5. Baias de internamento da Unidade de Saude Equina (USE); outubro de 2019. A: estrutura externa da
baia. B: estrutura interna da baia com paciente. Fonte: arquivo pessoal.

2.2.2. Atividades desenvolvidas na Unidade de Satide Equina (USE)

A rotina durante o estagio na USE iniciava-se no periodo matutino com a realiza¢do dos
curativos e sessoes de ozonioterapia, estas realizadas trés dias na semana em todos os pacientes
internados. No periodo da tarde, os atendimentos eram a campo, acompanhando o médico

veterindrio responsavel, podendo o animal ser atendido na propriedade ou ser levado para a
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clinica. Plantdes também faziam parte da rotina em pacientes que precisavam de cuidado
intensivo.

As atividades comumente executadas, sob acompanhamento do profissional
responsavel, consistiram em realiza¢ao de curativos com troca de bandagens e limpeza das
feridas, medicagdo dos animais internados, colheita de sangue para exame de anemia infecciosa
equina e mormo, acompanhamento de atendimentos odontolégicos e procedimentos de
ozonioterapia.

O acompanhamento de casos de sindrome colica, laceragdes graves, exodontia e
orquiectomias eletivas, que eram atendidos apenas na clinica, oportunizaram a execugdo de
passagem de sonda nasogdstrica e participagdo como auxiliar nas castracdes € nos

procedimentos odontoldgicos.

2.3. CASUISTICA ACOMPANHADA DURANTE O ESTAGIO SUPERVISIONADO
OBRIGATORIO (ESO)

No periodo de estagio no HV, acompanhou-se o atendimento de 33 animais, sendo 30
equinos, dois bovinos ¢ um (1) caprino. Na espécie equina, a raga Mangalarga Marchador
(20/30) teve a maior prevaléncia entre os atendimentos, seguido da raga Brasileiro de Hipismo
(4/30). Os outros eram Puro Sangue Arabe, Puro Sangue Lusitano ou Quarto de Milha. Dentre
os casos acompanhados, 16 foram tratados clinicamente e 17 foram cirurgicos.

No estagio na USE foram acompanhados 20 atendimentos, sendo 16 cavalos machos e
quatro éguas. A raga predominante foi Quarto de Milha (13/20) seguida por Mangalarga
Marchador (7/15). Dentre os casos acompanhados, apenas sete foram cirargicos.

Os casos clinicos e cirtrgicos nao eletivos em equinos acompanhados durante todo o
ESO, em ambos os locais, estdo discriminados nas tabelas 1 e 2 de acordo com os respectivos
sistemas. Nos graficos 1, 2 e 3 se encontram a procedéncia da casuistica acompanhada por

sistemas.



Tabela 1. Casos clinicos acompanhados durante o Estdgio Supervisionado Obrigatério (ESO) no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) e na Unidade de Satde Equina (USE) entre os
meses de julho a novembro de 2019.

Sistema HV USE Total
Locomotor 9 4 13
Laminite MTE e MTD 1 1 2
Cancro da ranilha MTE e MTD - 1 1
Artrite séptica da articulagdo metacarpofalangica do MTE 1 - 1
Bursite bicipital e artropatia da articulagdo escapulo-umeral 1 - 1
Entesopatia e desmopatia do ligamento suspensor 1 - 1
Sindrome navicular 1 - 1
Ruptura de tenddes
Ruptura do TFDS e TFDP 1 - 1
Ruptura do TFDP - 1 2
Ruptura do TEDC 1 - 1
Miopatia e fibrose muscular - 1 1
OA das articulagdes radiocarpica e intercarpica 1 - 1
Discopatia lombossacral 1 - 1
Tegumentar 4 6 10
Laceracdes de pele 2 3 5
Fistula por corpo estranho na regido da axila 1 - 1
Pitiose
Pescoco — regido lateral esquerdo - 1 1
Mandibula — regido ventral - 1 1
Face — regido lateral e medial ao carpo - 1 1
Habronemose 1 - 1
Digestorio 2 3 5
Colica clinica
Compactacdo de colon maior 1 1 2
Colica espasmodica - 1 1
Etiologia desconhecida 1 1 2
Respiratorio 1 - 1
Empiema de bolsa gutural 1 -
Total de casos 16 13 29

MTE: membro toracico esquerdo; MTD: membro toracico direito, TFDS: tenddo flexor digital superficial; TFDP: tenddo

flexor digital profundo; TEDC: tendao extensor digital comum; OA: osteoartrite.



Tabela 2. Casos cirurgicos acompanhados durante o Estdgio Supervisionado Obrigatério (ESO) no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) entre o periodo de 1 de julho a 27 de setembro

de 20109.

Sistema

Numero de casos

Digestivo

4

Colica Cirurgica
Intussucepgdo cecocecal
Compactacdo de ileo
Fistula mandibular

Fratura do 3° pré-molar

Locomotor

Colapso da cartilagem articular da articulagdo metacarpofalangica do MTE
Luxagdo da articulagdo metacarpofalangica do MTE

Fratura do 2° metatarsiano e OA da articulacao intertarsica

Tegumentar

Fistulas

Inguinal (por corpo estranho)
Inguinal e prepucial (etiologia desconhecida)

Estenose de ouvido externo

Reprodutor

Criptorquidismo (abdominal parcial)

Oncologico

Carcinoma de células escamosas (face lateral direita)

Outros

Esquistossomia de musculatura abdominal

Total de casos

13

MTE: membro toracico esquerdo; OA: osteoartrite.

Cada tipo de caso descrito contabiliza um paciente.
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Grafico 1. Casuistica por sistema de 33 casos, entre clinicos e cirirgicos, acompanhada durante o Estagio
Supervisionado Obrigatério (ESO) no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG)
no periodo entre 1 de julho a 27 de setembro de 2019.

m [ ocomotor
B Tegumentar
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Grafico 2. Casuistica por sistema de 20 casos, entre clinicos e cirirgicos, acompanhada durante o Estagio
Supervisionado Obrigatorio (ESO) na Unidade de Satide Equina (USE) no periodo entre 7 de outubro a 1 de
novembro de 2019.
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Grifico 3. Casuistica por sistemas, incluindo casos clinicos e cirtrgicos, dos 53 animais ao total acompanhados
durante o Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas
Gerais (HV-UFMG) e na Unidade de Saude Equina (USE) entre os meses de julho a novembro de 2019.

Dentre as cirurgias eletivas em equinos, foi acompanhada apenas uma no HV, a qual
consistia de uma orquiectomia. Na clinica USE, todas as cirurgias acompanhadas foram
eletivas, correspondendo a duas orquiectomias e cinco extragdes dos primeiros pré-molares,
habitualmente chamados de “dentes de lobo”.

Em ruminantes, no HV, foram realizadas uma traqueostomia em uma vaca adulta com
dispneia devido a hemiplegia de laringe e duas descornas eletivas em aulas praticas.

Segundo a Associa¢do Brasileira de Criadores de Cavalos Mangalarga Marchador
(2017), o estado de Minas Gerais ¢ considerado o ber¢o desta linhagem/raca no Brasil,
explicando a grande concentracao destes cavalos na regido e a prevaléncia nos atendimentos do
HV. As afecgdes locomotoras acompanhadas no HV podem ser em parte justificadas também
pelos animais serem submetidos ainda jovens a pratica de esportes de salto e as modalidades de
andamentos, expondo os animais a exercicios continuos, como ¢ o caso dos cavalos da raca
Brasileiro de Hipismo e Mangalarga Marchador.

No Nordeste, os cavalos Quarto de Milha sdao frequentemente introduzidos no esporte
da Vaquejada, durante o qual tém contato fisico com outra espécie de animal e sdo submetidos
a exercicios frequentes, a manejo alimentar dobrado e a outros tipos de situagdes que podem

aumentar a incidéncia das afec¢des ocorridas nesta raga.
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Durante o periodo total de ESO, as colicas clinicas e cirurgicas seguidas das lesdes
articulares e laceragdes de pele, foram as afec¢des mais acompanhadas. As cirurgias de cdlica,
comparadas as outras afec¢gdes, demandavam um pds-operatdrio mais rigoroso € um tempo de
internamento maior. Dos casos cirtrgicos acompanhados, a esquistossomia de musculatura
abdominal apresentou uma maior complexidade quando comparada as outras, tendo um pos-
operatdrio delicado e prognostico desfavoravel.

Cada caso acompanhado proporcionou diversos aprendizados teodricos e praticos,
destacando as formas e maneira de conduzir o diagndstico e tratamento. Os casos cirurgicos

serviram de aprendizado sobre a pratica e condutas no ambiente cirtirgico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

A osteoartrite (OA) € um problema clinico comum e a principal causa de claudicacio
em cavalos de esporte e lazer (MCILWRAITH, 2016). Pesquisas apontam a OA como a causa
prevalente em cerca de 60% dos casos de claudicacdo em equinos (CARON & GENOVESE,
2003; CARON, 2011). A OA equina acaba ocasionando incapacidade de locomoc¢ao, queda no
desempenho atlético e perda na qualidade de vida do animal. Na AO, os processos fisiologicos
normais da cartilagem articular estdo desregulados, o que por sua vez, levam a anormalidades
bioquimicas, estruturais e biomecanicas em toda a articulagdo e tecidos envolventes. Se o
trauma ndo for tratado, haverd destruicdo progressiva de todo o tecido cartilaginoso
(MCILWRAITH, 1996; CARON, 2011; VAN WEEREN, 2014, LOPEZ & JARAZO, 2014).

A escolha do tratamento e prognostico da OA ¢ influenciada pelo estagio da doenca,
grau de inflamacao existente na articulagdo, diagnostico preciso e especifico, técnicas de
tratamento disponiveis e tempo de reabilitagdio (MCILWRAITH, 2006; FRISBIE &
JOHNSON, 2019). Frisbie e Johnson (2019) ressaltam que “tratar doengas articulares ¢ uma
arte e ndo segue nenhuma receita especifica”, denotando a variabilidade e limitagao das opgdes
terapéuticas usadas para resolucao da degeneracao articular (MCILWRAITH, 2006). A OA ¢
tratada por meio de intervencdes articulares (lavagens ou aplicagdes de medicamentos intra-
articulares), aplicacdes de medicamentos convencionais sistémicos (anti-inflamatérios nao
esteroidais — AINES) com repouso e fisioterapias, além de intervengdes cirtrgicas (curetagem
da cartilagem ou 0sso; artrodese cirargica, etc) quando necessario (MCILWRAITH, 2006).

O campo da medicina regenerativa tem atraido a atengao cientifica pelo seu potencial
terapéutico no tratamento de diferentes doencas articulares proporcionando opgdes terapéuticas
com o intuito de restaurar a estrutura, a funcdo dos tecidos, orgdos lesionados e aqueles
prejudicados pelo tempo (BROECKX et al.,, 2014; LOPEZ & JARAZO, 2014). Essas
abordagens incluem o uso de terapias bioldgicas derivadas do sangue ou de tecidos. As mais
conhecidas e estudadas incluem o plasma rico em plaquetas (PRP), soro autélogo condicionado
e as células-tronco (CT) (FRISBIE & JOHNSON, 2019).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) fazem parte das opgdes de tratamento da OA
e sua aplicacdo terapéutica ¢ uma grande promessa nesta area, embora ainda haja algumas
lacunas de evidéncias cientificas com casos clinicos (SCHNABEL et al., 2013). Para melhor
entendimento de seu papel na terapia da OA, ¢ pertinente uma revisdo sobre as estruturas

articulares, processo de lesdao e degeneracgao articular.
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3.1. COMPONENTES ARTICULARES
3.1.1. Cartilagem articular

Do ponto de vista das doengas articulares degenerativas, o componente mais importante
da articulagdo sao as cartilagens articulares (CARON, 2011). A cartilagem articular do animal
adulto ¢, em geral, do tipo hialina, avascular e aneural, e possui uma matriz extracelular (MEC),
composta por colageno, proteoglicanos (PGs), glicoproteinas e dgua, e células chamadas de
condrécitos (MCILWRAITH, 2005; REECE & ROWE, 2017). Histologicamente, sdo visiveis
quatro zonas na cartilagem articular (Figura 7), chamadas de zona superficial ou tangencial,
zona intermediaria ou de transi¢do, zona radiada e zona calcificada (MCILWRAITH, 2011;
2006). A cartilagem articular € responsavel pela dissipagao de cargas da articulagdo, deslizando
entre si sem atrito, mesmo quando expostas a cargas maiores (CARON, 2011). Na OA, ha
perdas em qualidade e quantidade dos principais componentes da MEC, incluindo coldgeno e
PGs, afetando as propriedades mecénicas da cartilagem de forma a impedir sua funcdo e

diminuir sua capacidade de suportar cargas normais (FRISBIE & JOHNSON, 2019).

Zona superficial/tangencial
Zona intermediaria/de transigdo
Zona radiada

Tidemark

Zona calcificada

Figura 7. Desenho esquematico da cartilagem articular. Fonte: Van Weeren, 2016.

O colageno corresponde a 50% do peso seco da MEC (VAN WEEREN, 2016) e sao
diferentes daqueles encontrados em outras estruturas do corpo. O coldgeno presente nesse
tecido, serve como suporte estrutural a cartilagem articular, além de interagir com os outros

elementos da matriz, contribuindo para arquitetura e funcdo. O colageno do tipo II, produzido
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pelos condroécitos, ¢ o mais abundante na cartilagem articular, representando cerca de 90% a
95% de todo o colageno do tecido. Além do colageno tipo II, outros tipos estdo presentes,
embora em menor quantidade (tipos VI, IX, XI, XII e XIV). O colageno tipo II ¢ um dos
componentes perdidos com a ocorréncia dos processos catabolicos durante a OA
(MCILWRAITH, 2005; 2011; CARON, 2011; FRISBIE & JOHNSON, 2019).

Os espacos entre as  fibras de coldgeno sdo ocupados por PGs, os quais fazem parte
juntamente com o colageno, dos principais componentes sélidos da MEC. Os PGs formam um
grupo de moleculas constituidos por componentes proteicos e glicosaminoglicanos (GAGs)
(MCILWRAITH, 2011; CARON, 2011). O maior numero de PGs (85%) formam agregados
através da sua ligacdo com o 4cido hialurénico (HA), denominados de aggrecan. Os principais
agregados sao o sulfato de condroitina-6 e o sulfato de queratan. (MCILWRAITH, 2005, 2006).
Além dos aggrecan, existem varios PGs presentes na MEC, menores em tamanho e fracao, os
quais fazem parte da familia de pequenas proteinas ricas em leucina. As cadeias de GAGs sdo
carregadas negativamente e ligam-se com facilidade as moléculas de dgua, o que ¢ responsavel
pela rigidez compressiva da cartilagem e capacidade de dissipar a carga na qual estd sujeita.
Assim como o colageno, os PGs sdo uns dos componentes principais da MEC que sao digeridos
durante o processo osteoartritico (CARON, 2011).

As glicoproteinas que integram uma pequena parte da cartilagem articular, cerca 10%
do peso seco (MCILWRAITH, 2005; WEEREN, 2016), incluem as proteinas de ligagao
condronectina, fibronectina, proteina da matriz oligomérica da cartilagem (COMP),
trombospondina e anchorina C-II, e o fator de crescimento originado da cartilagem; ambos estao
envolvidos nas atividades da matriz e dos condrécitos (MCILWRAITH, 2011; CARON, 2011).
Evidéncias sugerem que as fibronectinas contribuam para a degradagdo de aggrecan em
processos osteoartriticos, por meio das citocinas catabolicas (MCILWRAITH, 2002).

Os condrocitos sao responsaveis pela produgdo da MEC como também pela sintese de
algumas enzimas proteoliticas que participam da degenera¢ao da matriz extracelular (CARON,
2011). Os condrocitos articulares sdo responsaveis por manter a homeostase das articulagdes
normais através de uma interagdo complexa entre mediadores anabodlicos e catabdlicos e
estimulos mecanicos (FRISBIE & JOHNSON, 2019). Em cada fase de crescimento e
maturagdo, a propor¢do da producdo e degradacdo da matriz sdo reguladas para alcancar o
equilibrio, crescimento liquido e remodelacdo da mesma. Essa interagdo entre condrdcitos e a
MEC se dé pela existéncia de um cilio de cada condrocito que alcanga a matriz e funciona como

uma sonda, identificando alteragdes na matriz, como por exemplo a perda de colageno e PGs,
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retransmitindo esta informacao para a célula (MCILWRAITH, 2011; VAN WEEREN, 2016).
Na OA, com a interrupg¢ao deste estado homeostatico, ha um desequilibrio articular que resulta
na predominancia dos processos catabdlicos, ocasionando destruigdo em quantidade e
qualidade dos principais componentes da MEC, o que provocara fibrilagdo na superficie
articular e um aumento no teor de dgua na articulagdo. Por sua vez, o processo degenerativo
afetard as forcas mecanicas naturais da cartilagem, deixando-a menos capaz de suportar cargas

normais (CARON, 2011; FRISBIE & JONHSON, 2019).
3.1.2. Osso subcondral

Abaixo da cartilagem articular estd o osso subcondral que se conecta a cartilagem
através da zona calcificada. Sua estrutura consiste em um osso cortical paralelo a superficie da
articulacao ¢ um osso trabecular abaixo desta. O osso subcondral serve como amortecedor
protegendo a cartilagem das forgas axiais, além promover o suprimento metabolico necessario
para as zonas cartilaginosas mais profundas. Diferentemente da cartilagem articular avascular,
0 0sso subcondral ¢ abundantemente vascularizado, possui grande atividade metabdlica e uma
alta taxa de renovacgao tecidual (LIEBICH et al., 2016; VAN WEEREN, 2016).

No estagio inicial da OA h4 uma severa perda na espessura € um aumento na porosidade
da placa subcondral. A medida em que a doenca progride, o 0sso subcondral torna-se esclerético
seguido de um aumento na densidade 6ssea. (PASTOUREAU; CHOMEL; BONNET, 1999;
SNIEKERS et al., 2008). Modifica¢des estruturais na cartilagem ou 0sso, como ocorre na AO,
altera a natureza das propriedades mecanicas o que leva a uma resposta fisioldgica diferente
(MAHJOUB; BERENBAUM; HOUARD, 2012). Em humanos com OA, o remodelamento ¢ o
enrijecimento do osso subcondral ¢ considerado prejudicial a funcdo articular (FRISBIE &

JOHNSON, 2019).
3.1.3. Capsula articular e membrana sinovial

As alteragdes que ocorrem na OA nao afetam apenas a cartilagem articular € o 0sso
subcondral, afetam toda a articulagdo, incluindo capsula, membrana sinovial, ligamentos e
tecidos periarticulares (MCILWRAITH, 2016; FRISBIE & JOHNSON, 2019).

A capsula articular constitui-se de duas partes: a capsula externa fibrosa, que ¢ a
continuagdo do peridsteo € a membrana sinovial interna (LIEBICH et al., 2016). A camada
fibrosa composta por tecido conjuntivo denso, principalmente de colageno tipo I, contribui para

a estabilizacdo mecanica a articulagdo juntamente com os ligamentos articulares e as unidades
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musculotendineas (MCILWRAITH, 2006). A maioria das terminagdes nervosas se localizam
na camada fibrosa o que justifica a dor sentida quando ocorre um dano na mesma, ou pelo
estiramento da capsula devido ao edema que ocorre na regido. Devido a irrigagdo sanguinea
nessa camada ser limitada, as lesdes exigem uma prolongada recuperacao (LIEBICH et al.,
2016).

A membrana sinovial também conhecida por sindvia, cobre toda a superficie articular,
exceto a cartilagem articular e zonas especificas do osso. Histologicamente, ¢ composta por
duas camadas: a intima e a subintima. A parte celular da intima ¢ responsavel pela fagocitose,
produgdo de proteinas e consequentemente pela producdo do liquido sinovial. A intima ¢
composta pelos sinoviocitos, os quais sdo classificados pela ultraestrutura em sinoviocitos do
tipo A, B e C. As células do tipo A lembram os macrofagos, os quais participam da fagocitose
e as do tipo B sdo responsaveis pela producao de proteina. As células do tipo C parecem ser
intermédiarias entre as formas celulares A e B. A func¢do fagocitica compreende a eliminac¢ao
de particulas indesejadas que podem ser retiradas da articulag@o. Ja a secre¢do de proteinas
contribui para a composi¢do e regulacao da producdo do liquido sinovial, incluindo &cido
hialurénico (HA), colageno, lubricina, prometaloproteinases da matriz, interleucinas e
eicosandides, importantes para o equilibrio da membrana sinovial. (MCILWRAITH, 2006;
CARON, 2011; FRISBIE & JOHNSON, 2019). A subintima contém os capilares, cujo
endotélio influencia a formacdo do liquido sinovial e se associa as alteragdes inflamatorias
sistémicas e locais (FRISBIE & JOHNSON, 2019)

A producao do liquido sinovial faz parte da atividade normal da articulagdo, porém,
quando ocorrem lesdes, esse processo se altera levando a uma sinovite e capsulite, induzindo a
liberacdo, por exemplo, de prostaglandinas e metalaproteinases (MMPs) as quais contribuem
para o desenvolvimento da doenga articular degenerativa (MCILWRAITH, 2011;
2016FRISBIE & JOHNSON, 2019).

3.1.4. Liquido sinovial

Descrito como um ultrafiltrado do plasma, o liquido sinovial tem sua composi¢ao
formada através da selecao de alguns componentes do plasma pelo endotélio da subintima, mais
especificamente moléculas inferiores a 10kDa, como glicose, oxigénio, proteinas e didxido de
carbono. A lubrina e o HA completam a composicdo do liquido sinovial por ag¢do dos
sinoviocitos, sendo responsavel pela viscosidade do liquido sinovial (FRISBIE & JOHNSON,
2019).
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O liquido ¢ descrito como um fluido amarelo claro e viscoso, cujas fungdes incluem a
lubrificacdo e nutricdo da cartilagem articular com troca de nutrientes e residuos metabélicos.
A viscosidade reduzida do liquido sinovial, identificada em cavalos com OA, ¢ atribuida a
despolimeriza¢ao do HA no liquido sinovial. A qualidade do HA ¢ observada pela avaliagao

grosseira do liquido sinovial durante a artrocentese (CARON 2011; LIEBICH et al., 2016).

3.2. OSTEOARTRITE (OA)

Atualmente, varios termos sao usados para descrever a OA, sendo que os mais comuns
definem a OA como uma doenca articular degenerativa e/ou osteoartrose. O primeiro nao ¢
conceituado como termo cientifico, enquanto o segundo, que ndo enfatiza o componente
inflamatorio, ¢ utilizado para caracterizar a condi¢do cronica. Osteoartropatia também ¢ um
termo que pode ser empregado para definir em geral qualquer doenga dos ossos e articulagoes.
(FRISBIE & JOHNSON, 2019).

A OA em cavalos ¢ um conjunto de disturbios articulares caracterizados por uma
degeneracdo da cartilagem articular, acompanhado de altera¢des nas estruturas 6sseas e tecidos

moles envolventes da articulagdo (MCILWRAITH, 2005), conforme ilustrados na Figura 8.

ARTICULACAO NORMAL ARTICULACAO COM OA (OSTEOARTRITE)
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Figura 8. Desenho de uma articulagdo normal, a esquerda, e com OA (osteoartrite) a direita. HA: acido
hialurdnico. Fonte: Frisbie & Johnson, 2019.
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3.2.1. Etiopatogenia

A etiopatogenia da OA envolve varios fatores descritos por diferentes teorias. A teoria
mais popular baseia-se no conceito de que a cartilagem articular € exposta a for¢as anormais,
levando a alteracdes articulares cumulativas. Uma segunda hipdtese descreve anormalidades no
osso subcondral. Embora nao relatada ainda no cavalo, ha consideragoes de que a cartilagem
defeituosa possui alteragdes nas suas propriedades biomecanicas e falha nas respostas as cargas
normais (CARON, 2011). Em 1966, a American Association of Equine Practitioners (AAEP)
tornou o “trauma decorrente de uso” um conceito etiologico central na OA equina. Atualmente
o trauma repetido é provavelmente o fator etiologico mais comum na OA de equinos,
principalmente em cavalos atletas (MCILWRAITH, 2016, CARON, 2011). No entanto, um
unico episddio traumatico pode originar a OA (KIDD et al., 2001).

Os condrocitos e sinovidcitos sao células criticas para o processo da OA por sintetizarem
citocinas e enzimas proteoliticas, que atuam no processo de degeneracdo da cartilagem articular
(FRISBIE & JOHNSON, 2019). Os mediadores inflamatoérios de maior importancia na OA em
equinos sao as MMPs, agrecanases, radicais livres de oxigénio, prostaglandinas e citocinas,
destacando-se a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa)
(MCILWRAITH, 2011).

As principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas na patogénese da OA incluem a IL-
1, o TNF-a e a prostagladina E> (PGE>). Tanto a IL-1 quanto o TNF-a modulam a sintese e
secrecdo das principais enzimas catabolicas envolvidas na destrui¢cdo extracelular da matriz, as
metaloproteinases (MMPs). Sdo elas: colagenase 1 (MMP-), colagenase 2 (MMP-8) e
colagenase 3 (MMP-13), estromelisina 1 (MMP-3), e as gelatinases MMP-2 e MMP-9, de
PGE: e de radicais livres de oxigénio. Acredita-se que a IL-1, especificamente a IL-1b seja a
mais importante dentre as citocinas pro-inflamatérias na OA. Essa interacdo permite uma
regulacao negativa da sintese e destruicao dos principais componentes da MEC, principalmente
colageno tipo Il e agreccans. Atualmente, presume-se que a IL-1 seja a responsavel pelo
processo de degradacdo da cartilagem articular enquanto o TNFa esteja relacionado a
morbidade e dor clinica. A destrui¢do do tecido cartilaginoso leva a dor e perda de funcao da
articulacdo (SUTTON et al., 2009; MCILWRAITH, 2006, 2011, 2016; CARON, 2011
FRISBIE & JOHNSON, 2019).
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3.2.2. Diagnostico

A suspeitada de OA ocorre com os sinais clinicos de claudicagdo e ¢ diagnosticada por
exames complementares. Os sinais clinicos sdo derivados da inflamacao articular, notada como
dor a flexao e efusdo articular. Em casos avancados, a claudicagdo pode ser grave e ha um
aumento da rigidez da articulagdo. O exame fisico ortopédico e os bloqueios perineurais ou
articulares sdo essenciais para auxiliar a localizacdo da dor na OA (MCILWRAITH, 2011).

Exames radiograficos e ultrassonograficos (US), tomografias computadorizadas (TC),
ressonancia magnética (RM), cintilografia e artroscopia, sao os exames de imagem atualmente
disponiveis para diagnosticar a OA (BERTONE, 2011; VALDEZ-MARTINEZ & STYEN,
2011; MCILWRAITH, 2011; BUTLER, 2017; PEASE & NELSON, 2019; NELSON &
PEASE, 2019). O exame radiografico continua sendo o meio diagndstico de maior
disponibilidade e uso para avaliar lesdes musculo-esqueléticas. As anormalidades radiologicas
normalmente observadas num quadro de OA sdo ostedfitos periarticulares, radiopacidade
aumentada com zonas radiolucentes mal definidas e perda do padrdo trabecular no osso
subcondral, lesdes Osseas do tipo cisto dsseo, diminuicdo do espago articular, distensao da
capsula articular e edema dos tecidos periarticulares (BUTLER, 2017).

O exame do liquido sinovial, por meio da artrocentese, ¢ também um procedimento
realizado para avaliar condigdes artriticas. O exame analisa a proteina sinovial, contagem de
leucdcitos e outras caracteristicas observadas em processos inflamatorios. O nivel proteico de
2g/dL e a contagem de leucécitos sendo menor do que 1.000céls/mm? com uma porcentagem
de 10% de neutrofilos e 90% de células mononucleares e linfocitos, sdo considerados valores
normais no liquido sinovial de equinos. Valores proteicos totais aumentados, acima de 2,5g/dL,
indicam inflamacao articular. Da mesma forma, a contagem de leucocitos pode chegar a valores
proximos ou maiores que 2.000 céls/mm?® com 75% de células polimorfonucleares em processos
inflamatorios. Em artrites infecciosas este nimero pode chegar a 50.000/mm?>. Marcadores
bioquimicos e imunoldgicos sdo outros meios utilizados para identificar e quantificar os
produtos da degradagdo cartilaginosa no liquido sinovial. Esse método ¢ importante para
determinar o estagio da OA e na determinacao da eficacia dos agentes terap€uticos utilizados

(LATIMER et al., 2000; SUGIUCHI et al., 2005; MCILWRAITH, 2006).
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3.2.3. Tratamento

O tratamento da OA inclui repouso, fisioterapia, ataduras, ferraduras, medicamentos
intra-articular e sistémicos. Entre os medicamentos mais usados para tratar a OA, estdo os
AINES e corticoides, com o objetivo de reduzir a dor e a inflamagdo. Terapias biologicas

também estdo sendo cada vez mais utilizadas para tratamento intra-articular da OA

(BERTONE, 2011).
3.2.3.1. Anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES)

Os AINES sdo analgésicos e anti-inflamatorios mais usados em terapias
medicamentosas para a OA ha décadas. Os AINES, por meio da cascata do acido araquiddnico,
bloqueiam a conversdo da enzima cicloxigenase (COX), especificamente a COX-1 e COX-2,
em PGE> e tromboxanos, fundamentais para o desenvolvimento do processo inflamatério
(BOONE, 2013; FRISBIE & JOHNSON, 2019). O AINE mais comumente usado em lesdes
muscoesqueléticas em equinos ¢ a fenilbultazona (ndo seletivo para COX), sendo considerado
um dos AINES mais potentes para efeitos modificadores dos sintomas e bastante utilizado
devido a sua eficacia, disponibilidade e acessibilidade (MCILWRAITH & FRISBIE, 2016).
Outros AINES utilizados na doenga articular incluem a flunixina meglumina, o cetoprofeno, o
carprofeno e o meloxicam. O firocoxib, um integrante da classe dos seletivos para COX-2 esta
sendo recomendado e usado para controlar inflamagdes associadas a OA para uso a longo prazo,
pelo fato da exposicdo prolongada de AINES ndo seletivos para a COX causarem efeitos

colaterais renais e gastrointestinais no animal (FRISBIE & JOHNSON, 2019).
3.2.3.2. Corticosteroides

Os glicocorticoides sdo agentes anti-inflamatdérios potentes e muito usados no
tratamento da OA cronica. Sua a¢do anti-inflamatdria resume-se na inibicdo do metabolismo
do acido araquidonico, inibindo as enzimas fosfolipase A-2 e COX-2, estabilizando as
membranas lisossomicas celulares, reduzindo a permeabilidade vascular e a migragdo de
leucocitos. Os corticoides limitam a producdo das citocinas pro-inflamatdrias, principalmente
da IL-1 e do TNF-a, e de integrantes que contribuem para a progressdo das lesdes
osteoartriticas, sendo assim considerados medicamentos modificadores da doenca. A inibi¢ao
da sintese de prostaglandina, contribui em larga medida, para o alivio da dor (GOODRICH,

2011; MCILWRAITH, 2016). Os corticoides intra-articulares mais utilizados na pratica equina
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sdo o acetato de metilprednisolona, acetonido de triacinolona e o acetato de betametasona
(FRISBIE & JONHSON, 2019). Devido as suas ac¢des anti-inflamatdrias e condroprotetoras, a
triacinolona ¢ preferencialmente usada para articulagdes de alto movimento (GOODRICH &
NIXON, 2006; MCILWRAITH & LATTERMANN, 2019). Efeitos deletérios apds a
administracdo de metilprednisolona foram demonstrados na cartilagem articular de equinos in
vitro e in vivo (FUBINI; TODHUNTER; BURTON-WUSTER, 2001; MURRAY et al., 2002).
Por esse motivo, a metilprednisolona ¢ utilizada em articulagdes de baixo movimento e/ou em
articulagdes com OA cronica, grave € que ndo respondem a outros corticoides intra-articulares
(BOONE, 2013). A administragdo intra-articular de corticoides em doses altas e exposi¢ao

prolongada pode resultar em efeitos deletérios a cartilagem (GOODRICH, 2011).
3.2.3.3. Acido hialurénico (HA)

O HA ¢ um elemento normal do liquido sinovial da articulacdo. A administragdo intra-
articular do HA exdégeno modula a sintese do proprio HA de alto peso molecular pelos
sinovidcitos, proporcionando melhor viscoelasticidade ao liquido sinovial, e possui atividades
anti-inflamatorias leves que contribuem para a melhora de dor e funcdo articular do paciente
(BOONE, 2013; KIKER-HEAD & FEDER, 2014; FRISBIE & JOHNSON, 2019;). Na
medicina humana, o HA ¢ considerado um medicamento osteoartritico modificador de
sintomas; no entanto, na medicina equina, ainda faltam evidéncias consistentes para esta
aplicagao (FRISBIE, 2016). Até mesmo evidéncias que favorecam o apoio a agdo
condoprotetora em articulagdes lesadas sao contraditorias, em fungdo dos poucos efeitos
benéficos comprovados no reparo da cartilagem em relatos com o uso intra-articular do HA

(MEDELSON et al., 2004; JANSEN et al., 2008; ).
3.2.3.4. Terapias biologicas
3.2.3.4.1. Soro autdlogo condicionado

O Soro autélogo condicionado ¢ um hemoderivado enriquecido com proteinas
antagonistas da IL-1, comercializado sob nomes de Irap® e Irap II® para uso veterinario.
Resumidamente, o antagonista da IL-1 liga-se aos receptores da citocina pro-inflamatéria IL-1,
impedindo seu efeito no desenvolvimento da cascata inflamatoria, a qual resultaria em
destruicao progressiva da cartilagem, particularmente na OA (VENDRUSCULO et al., 2014).

O soro autélogo condicionado ¢ recomendado quando o uso de corticoide ndo mostra mais
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efeitos favoraveis. Seu efeito benéfico tem sido demonstrado por periodos de trés meses a um
ano, em articulagdes equinas que ndo responderam a tratamentos com outras terapias intra-
articulares. O soro autdlogo condicionado difere das outras terapias bioldgicas que buscam
reparar ou regenerar o tecido (GOODRICH, 2011; TEXTOR, 2011; VENDRUSCULO et al.,
2014).

3.2.3.4.2. Plasma rico em plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ uma fracdo derivada do sangue contendo
quantidades variaveis de plaquetas, fatores de crescimento, leucdcitos e globulos vermelhos
(MCCARREL et al., 2014). A principio, o PRP foi utilizado em cirurgias orais e maxilofaciais,
e comegou entdo a ser utilizado amplamente em ossos, feridas, tenddes e ligamentos. Acredita-
se que o uso de PRP nesses tecidos favorega o processo de coagulacao e cicatrizacao de feridas,
estimulando a regeneracao de tecidos pela liberagdao dos seus diversos fatores (MARX, 2001;
OLIVA etal., 2005; SAMPSON; GERHARDT; MANDELBAUM, 2008; MCCARREL et al.,
2014 SCHNABEL; BOONE; PERONI, 2019).

Ja bastante utilizado no tratamento de tecidos moles, o PRP tem ganhado espaco no
tratamento de doengas articulares. Na OA, os fatores de crescimento integrados no PRP podem
auxiliar no reparo tecidual da cartilagem, evitando a progressao da doenca (KON et al., 2010;
TEXTOR & TABLIN, 2013; MCCARREL et al., 2014). Em equinos com OA, estudos
demonstraram que o PRP reduziu o grau de claudicagdo e induziu melhoras nos aspectos

histopatologicos e histoquimicos da cartilagem (YAMADA et al., 2012; MIRZA et al., 2016).
3.2.3.4.3. Estanozolol

O estanozolol ¢ um derivado sintético da testosterona, usado como agente doping e
anabolizante sistémico em equinos. Foi recentemente inserido em protocolos terapéuticos, para
uso intra-articular em casos de OA em animais (SPADARI et al., 2013; CASTRO MARTINS
et al., 2018). O estanozolol possui propriedades anabolicas e androgénicas pela a sua ligacao
com receptores androgénicos e glicocorticoides (SPADARI et al., 2015). Estudos mostraram
efeitos benéficos da atuacdo do medicamento nos elementos que compde a estrutura da
cartilagem em diferentes animais. Em alguns estudos, o estanozolol induziu a proliferagao e
secrecdo dos componentes fundamentais da MEC, que resulta na estimulagdao do tecido
cartilaginoso (SALERI; DONDI; BIANCHI, 2004; ZHU et al., 2011). Os estudos em cavalos

com OA apresentaram evidéncias da atuagdo do medicamento na redug¢do dos sinais
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inflamatérios (SPADARI et al., 2013; SPADARI et al., 2015; RINNOVATI et al.,
2015CASTRO MARTINS et al., 2018). A capacidade dos efeitos clinicos do estanozolol e o

seu potencial em realizar o reparo da cartilagem ainda precisam ser mais amplamente avaliados

(FRISBIE & JOHNSON, 2019).
3.2.3.4.4. Células tronco mesenquimais (CTMs)

Acredita-se que as CTMs exercam seus efeitos terapéuticos por varios mecanismos. Na
OA, mais do que a habilidade de se diferenciarem em outros tipos de células, sao de interesse
sua capacidade de se abrigar nos locais inflamados apds lesdo e de liberar multiplas moléculas
bioativas capazes de estimular a recuperagdo de células lesionadas, eliminar a inflamacgdo e
exercer fungdes imunomoduladoras (SHARMA et al., 2014).

De modo geral, as CT sdo divididas em duas classes: embriondrias e adultas
(SCHNABEL; BOONE; PERONI, 2019). As CT adultas conhecidas também como cé¢lulas-
tronco somaticas, sdo multipotentes pela capacidade de diferenciacdo e auto-renovacdo em
alguns tecidos (SOUZA et al., 2010; FRISBIE, 2016; SCHNABEL; BOONE; PERONI, 2019).
As CT adultas estdo presentes na medula Ossea, tecido adiposo, sangue periférico, cordao
umbilical, polpa dentaria, musculo esquelético, epitélio, cornea, medula espinhal e 6rgaos como
o pancreas, figado e encéfalo (ZAGO & COVAS, 2006). Dentre as CT adultas, estdo as células
tronco hematopoiéticas e as CTMs. As CT hematopoiéticas originam as células sanguineas e as
do sistema imunologico. J& as CTMs representam uma populacdo de células progenitoras
multipotentes, que apresentam maior plasticidade e originam-se de tecidos mesodermais
(FREITAS, 2005; ARAUJO, 2005; NARDI, 2007; SCHNABEL; BOONE; PERONI, 2019).

As CTMs sdo derivadas do estroma, o qual é constituido de tecido conjuntivo
(mesenquimatoso), sendo assim conhecidas por células estromais mesenquimais. Apos as
CTMs serem isoladas e descritas por Friedenstein em meados de 1960, estudos demonstraram
que essas células possuiam potencial osteogénico e adipogénico. O termo CTMs foi entdo
adotado em 1991 na literatura por Arnold Caplan (SPENCER et al., 2010; YARAK &
OKAMOTO, 2010; MAO et al., 2015).

As CTMs sao as células de maior interesse na ortopedia por possuirem o potencial de
se diferenciar em linhagens celulares Osseas, cartilaginosas, musculo-tendineas e de outros
tecidos conjuntivos (BRUDER et al., 1998; FRISBIE, 2016). Dentre os requisitos para
determinagdo e caracterizagdo das CTMs de equinos adultos estdo a morfologia celular, a

adesdo ao plastico quando mantida em condi¢des de cultura, a diferenciagdo em trés tipos de
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linhagens (adip6citos, osteoblastos e condroblastos) e a expressdo do marcador de superficie
celular (VIDAL et al., 2006; GIOVANNINI et al., 2008; RANERA et al., 2011). Dentre os
marcadores que as CTMs devem expressar, a International Society for Cellular Therapy destaca
o CD73, CD90 e CDI105, quando ndo estiverem expressos os marcadores da linhagem
hematopoiética (c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79a. ¢ MHC II) (HORWITZ et
al., 2005; DOMINICI et al., 2006). Marcadores utilizados para a imunofenotipagem dessas
células ainda nao foram desenvolvidos para a espécie equina. Para esta espécie, um critério
minimo estabelecido ¢ a expressao dos marcadores CD29, CD44 e CD90 e a ndo expressao dos

marcadores CD14, CD79a MHC II (; DE SCHAUWER et al., 2011).
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4. O USO DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS COMO TERAPIA
REGENERATIVA NA OSTEOARTRITE EQUINA: UMA REVISAO SISTEMATICA
QUALITATIVA

4.1. INTRODUCAO

Mundialmente, a preocupacdo com a ocorréncia de lesdes articulares em equinos,
principalmente aquelas de alto movimento e fundamentais para o deslocamento desses animais,
motiva pesquisas com terapias que aumentem o sucesso de recuperacao dessas articulagoes.

A 4rea da terapia génica tem ganhado atencdo cientifica pelo seu potencial terapéutico
nas diferentes doencas degenerativas e inflamatérias. Embora os mecanismos pelos quais as
células tronco mesenquimais (CTMs) exercem seu potencial terapéutico no reparo tecidual nao
estejam todos elucidados, seu efeito reparador envolve o tropismo por locais lesionados e sua
capacidade de secretar fatores soliveis que modulam a resposta imune e influenciam células
endogenas a promover o reparo dos tecidos (BERNARDO; PAGLIARA; LOCATELLI, 2011;
SCHNABEL; BOONE; PERONI 2019; BROECKX et al., 2014; LOPEZ & JARAZO, 2014;
SCHNABEL; BOONE; PERONI, 2019). Considerando que os fatores que as CTMs liberam no
meio em situagdes especificas t€m efeito imunomodulador e indutor de regeneragdo, pesquisas
tém buscado reparar efetivamente a cartilagem articular com o uso de CTMs. Alguns dos
estudos realizados in vivo com articulagdes de equinos com osteoartrite (OA) apresentam
resultados promissores, enquanto outros nao observaram melhora significativa nos parametros
avaliados. Heterogeneidade de resultados nestes estudos ndo ¢ incomum, tendo em vista a
variabilidade de fatores relacionados ao tecido lesionado, caracteristicas do tratamento com
CTMs e métodos de avaliagdo. Outro fator limitante dos estudos in vivo com CTMs em
articulagdes de equinos ¢ o alcance de um numero adequado de animais com caracteristicas
homogéneas de causalidade e estado lesional para obtengao de poder de teste com a distribuigao
nos grupos controles (ORTVED & NIXON, 2016; ANDIA & MAFFULLI, 2017;
SCHNABEL; BOONE; PERONI, 2019;).

Na busca por evidéncias cientificas do efeito reparador das CTMs em equinos com OA,
realizou-se uma revisao sistematica qualitativa de estudos que utilizaram CTMs aut6logas ou
alogénicas, administradas intra-articular, colhidas de diferentes tecidos de equinos, em modelos

osteoartriticos in vivo induzidos experimentalmente ou de ocorréncia natural.
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4.2. MATERIAL E METODOS

O levantamento bibliografico foi realizado em fevereiro de 2020 com artigos publicados
entre os anos de 2007 e 2020, fazendo uso das bases de dados Pubmed e Science Direct,
utilizando o operador booleano (AND, OR) entre as seguintes palavras-chave: horse stem cell,
stem cells horse arthritis, stem cells horse osteoarthritis, stem cells horse autologous alogeneic,
mesenchymal stem cell horse, bone marrow-derived mesenchymal stromall cell osteoarthritis
horse. A pesquisa bibliografica apontou 34.208 artigos, somando todas as combinagdes entre
as palavras-chave, com repeticoes de estudos nas diferentes buscas (Tabela 2).

Tabela 3. Quantidade de trabalhos obtidos pela busca no Pubmed e Science Direct para cada termo utilizado na
pesquisa.

Termos de pesquisa Pubmed S];:::te Total
Bone marrow-derived mesenchymal stromall cell osteoarthritis horse 18 273 291
Horse stem cell 1.105 23.905 25.010
Mesenchymal stem cell horse 545 3.841 4.386
Mesenchymal stem cell lameness 52 690 742
Stem cell horse autologous alogeneic 37 2 39
Stem cell horse arthritis 30 2.568 2.598
Stem cell horse osteoarthritis 54 1.088 1.142

1.841 32.367 34.208

Total

Apoés a busca, iniciou-se a primeira triagem dos resultados onde os artigos foram
acessados e avaliados perante titulo, resumo e informagdes pertinentes ao tema principal. A
inclusdo dos estudos neste trabalho baseou-se nos critérios destes usarem e avaliarem o efeito
de CTMs equinas: autdlogas ou alogénicas; derivadas de sangue, medula, tecido adiposo ou
cordao umbilical, aplicadas intra-articular para tratamento de lesdes in vivo associadas a OA
induzida ou adquirida. Foram também incluidos os estudos com CTMs em combinagdo com
PRP e com comparacao a fragao vascular estromal (FVE) derivada do tecido adiposo. Excluiu-
se os estudos in vitro, os com CTMs utilizadas em articulagcdo saudaveis, os que administram

CTMs por via intravenosa e os que utilizaram CTMs de outras espécies.
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Com base nos critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados 39 artigos na
primeira triagem. Apoés a leitura completa do texto, houve a eliminag¢do de mais 24 trabalhos,

restando apenas 15 estudos (Figura 12) para andlise e inclusdo nos resultados e discussao.

Artigos identificados a partir Triagem perante titulo e Leitura completa dos artigos,
da pesquisa bibliografica |—> resumo ——>|  com base nos critérios de
34.208 39 inclusdo e exclusdo
16

Figura 9. Organograma da sele¢do dos artigos para a revisdo sistematica qualitativa sobre o efeito de células-
tronco mesenquimais (CTMs) em osteoartrites (OA) de equinos.

Os artigos selecionados para analise e discussdo dos dados consistiram de oito estudos
randomizados duplo-cego, cego ou apenas randomizado (sendo trés multicéntricos) de placebo-
controle ou ndo; seis nao randomizados (sendo trés placebo-controle, um estudo piloto, um

preliminar e uma sé€rie prospectiva de casos), e um estudo de laboratério controlado.

Ao separar os estudos em suas subcategorias, o numero pequeno de animais nos
subgrupos experimentais e as diferencas de avaliagdes entre eles, inviabilizou a execugdo de

meta-analise dos resultados.
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Caracteristicas amostrais e analiticas dos estudos in vivo

Considerando o somatério dos estudos incluidos, foram avaliados o efeito da
administracao de CTMs em 493 animais com OA, 14 com sinovite e 18 com artrite. Ao incluir-
se os grupos controle, o nimero de animais totaliza 525.

Os estudos avaliados variaram em relagdo a origem das CTMs, quantidade de células,
uso de terapias adjuvantes, nimero de aplicagdes e tipo de OA (induzida ou de ocorréncia
natural). Os parametros utilizados para determinar os efeitos das CTMs na OA de equinos,
consistiram de observagao de aspectos clinicos articulares e grau de claudicagdo (13/15); analise
citologica e bioquimica do liquido sinovial baseando-se na contagem de células nucleadas,
contagem diferencial de células, concentracdo de proteina total e mediadores quimicos de
inflamacao (PGE> e TNFa) (8/15); avaliacao das caracteristicas macroscopicas, histologicas,

bioquimicas e imuno-histoquimicas da cartilagem articular e membrana sinovial (6/15); exames
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de imagem (US, RM, exame radiografico e artroscopia) (14/15), e deteccdo de efeitos

colaterais.
4.3.2. Efeito das Células Tronco Mesenquimais (CTMs)

A maioria dos trabalhos (14/15 trabalhos; 420/428 animais tratados) apresentaram

resultados positivos nos diferentes parametros avaliados quanto a recuperacao dos animais com

OA.
4.3.2.1. Origem tecidual

As células-tronco derivadas da medula 6ssea (BMSCs — bone marrow stromal cells)
foram as fontes mais utilizadas nos estudos (7/15), seguido pelas do sangue periférico (PBSC
— peripheral blood stem cells) (4/15), tecido adiposo (ADSCs — adipose-derivated stem cells)
(2/15) e cordao umbilical (UCSC — umbilicall cord stem cells) (2/15).

A maioria dos trabalhos que usaram BMSCs (4/7) (MCILWRAITH et al., 2011,
FERRIS et al., 2014; BARRACHINA et al., 2018; KORCHUNIIT et al., 2018), demonstraram
melhoras benéficas na maioria dos parametros avaliados (aproximadamente 54/84 animais).
Dos demais estudos que utilizaram BMSCs, dois ndo observaram resultados consistentes € um
nao obteve melhoria nos resultados (aproximadamente 22/84 animais), sendo estes estudos com
as menores amostras ¢ com OA induzidas (WILKE et al., 2007; FRISBIE et al., 2009;
COLBATH et al., 2019b). Usando PBSC, os quatros estudos (BROECKX et al., 2014a; 2014b;
2019a; 2019b) conseguiram demonstrar melhoras clinicas significativas na maioria dos animais
em que receberam a terapia (aproximadamente 178/266 animais). De forma similar, os quatro
estudos com ADSCs e UCSC também obtiveram resultados benéficos significativos em animais
tratados com a terapia génica (34/44 e 19/34, respectivamente) (WILLAMS et al., 2015;
MARINAS-PARDO et al., 2018; MAGRI et al., 2019; DELCO et al., 2020).

Para a escolha da origem tecidual das CTMs, sdo levados em consideragao fatores
relacionados ao processo de colheita e preparo (invasividade do método, quantidade obtida e
velocidade e potencial de expansao) e as caracteristicas desejaveis das células em relacdo ao
objetivo de sua aplicacdo (plasticidade). A medula 6ssea ¢ tradicionalmente a fonte principal
para isolamento de CTMs em mamiferos (IM et al., 2005). Entretanto, o procedimento de
doagdo ¢ altamente invasivo e o nimero de CTMs e seu potencial de diferenciacdo diminuem
em animais mais velhos (KERN et al., 2006). As células do tecido adiposo em comparagdo as

BMSCs, sdo facilmente acessiveis e seu isolamento geram grandes quantidades de CTMs. A
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colheita, entretanto, ¢ ainda um pouco invasiva (CARRADE et al.,, 2011; SCHNABEL,;
BOONE; PERONI, 2019; KLAR, 2017). Como o sangue ¢ mais facilmente acessivel, o sangue
periférico possui esta vantagem como fonte de CTMs, embora os niveis de células sejam mais
baixos em comparagdo aos da medula Ossea (JUNIOR, 2009; LOFTY et al., 2019;
KUZNETSOV et al., 2001).

O sangue do corddo umbilical e tecidos placentdrios equinos podem ser facilmente
colhidos por um método pouco invasivo, com seguranga ¢ sem danos a égua € aos potros
(SCHUH et al., 2009; BARTHOLOMEW et al., 2009; KERN et al., 2006). Além disso, os
tecidos e sangue umbilicais podem conter uma grande quantidade de células com maior
plasticidade e grande potencial de expansdo do que outros tecidos adultos (GUCCIARDO et
al., 2008). Fontes como o sangue periférico, que tenham facilidade de colheita, mas baixos
numeros de CTMs, podem ser diretamente utilizadas em combinacao com outros fatores. Foi o
caso dos estudos que utilizaram baixos niveis de CTMs em combina¢do com PRP, aumentando
o nimero de plaquetas com o intuito de ampliar a expressdo de fatores indutores de reparo
tecidual (85 a 200 milhdes) (BROECKX et al. 2014a, 2014b, 2019a, 2019b). Esta facilidade de
obtengao a partir do sangue periférico facilita a colheita de células de outros animais que podem
estar em melhores condicdes, ou servirem de fonte para um banco de células, sem ter que passar
por procedimentos invasivos apenas para o fornecimento de CTMs.

Outros estudos comparando o numero e os potenciais de expansao e plasticidade entre
CTMs de diferentes tecidos, t€ém relatado que o numero de CTMs do tecido adiposo, tendao e
tecidos do cordao umbilical foram 222 vezes superiores aos obtidos da medula 6ssea ou sangue
do corddo umbilical. Em relacdo ao potencial de expansdo, as ADSCs e as dos tecidos
tendinosos expandiram mais rapido que as BMSCs. Considerando o potencial de diferenciagao,
observaram que as BMSCs apresentam potencial osteogénico mais proeminente que UCSC e
similar as ADSCs. J4 os niveis de diferenciacao condrogénica das BMSCs foram menores que
os da UCSCs, mas maiores que os das ADSCs (BURK et al., 2013; VIDAL et al., 2007).

A superioridade entre uma fonte sob a outra sdo bastantes discutidas pois a medula
ossea, o tecido adiposo e sangue e tecido umbilicais apresentam vantagens diferentes e podem
impactar sua aplicagdo terapéutica. Ainda que as BMSCs foram as mais utilizadas em termos
de quantidade de estudos dentre os analisados neste trabalho, a facilidade de obtengdo de
células-tronco no sangue periférico, pode ter sido determinante no acesso de maior nimero de
animais com OA de ocorréncia natural ao tratamento com CTMs (mais de 200) (BROECKX et

al. 2014a, 2014b, 2019b).
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4.3.2.2. Quantidade de células tronco mesenquimais (CTMs) e nimero e intervalo de aplicagdes

Outro aspecto de variabilidade entre os estudos foi a quantidade de células utilizadas
nos experimentos, que foram de 2 milhdes a 25 milhdes, tendo uma média aritmética de 11,4
milhdes e a mediana de 10 milhdes (15 trabalhos). A sele¢ao do numero de células nos estudos
baseou-se, em sua maioria, na literatura, que relata que doses de células superiores a 5 milhdes
foram relacionadas a resultados positivos enquanto o numero de células entre 30 a 60 milhdes
estavam associadas a ocorréncia de possiveis reacoes (MCLLWRAITH et al., 2011).

Mesmo o estudo com doses menores (BROECKX et al., 2014a; 2014b; 2019a; 2019b)
obteve resultados favoraveis como o uso de CTMs em cavalos com OA. No entanto, este
utilizou PRP no tratamento intra-articular.

O namero de aplicagdes variou entre uma unica aplicacao (11/15) e duas aplicagdes em
um intervalo de duas a cinco semanas (3/15). Nos trés estudos com mais de uma aplicacao, o
nimero de células por aplicacdo foi de 10 milhdes (2/3 estudos) e 25 milhdes (1/3 estudos).
Houve um unico estudo que comparou a administragdo unica (14/28 animais) versus repetida
(14/28 animais) em equinos (duas aplicagdes com doses de 10 milhdes em um intervalo de um
més) (MAGRI et al., 2019). Este estudo que comparou a administra¢ao Unica versus a repetida
teve resultados positivos com a aplicagao de CTMs, mas nao observou diferengas significativas
nos beneficios clinicos da administragdo repetida em compara¢do a uma Unica inje¢do. Dois
estudos (BARRACHINA et al., 2018; MARINAS-PARDO et al., 2018) mostraram resultados
benéficos da acdo das CTMs com aplicagdes repetidas (40/50 animais). Ainda assim, um dos
trabalhos demonstrou resultados mais consistentes com doses repetidas de 25 milhdes,
incluindo melhoras clinicas, citologicas, histologicas e bioquimicas (BARRACHINA et al.,
2018), do que o estudo utilizando aplicagdes de 10 milhdes (MARINAS-PARDO et al., 2018),
embora este ultimo avaliou somente o grau de claudicagdo. Em um dos estudos utilizando doses
repetidas de 10 milhdes de CTMs alogénicas e autdlogas, os animais ndo demonstraram
melhoras clinicas e citologicas (8/8 animais) (COLBATH et al., 2019b).

Em relagdo as reagdes imunomediadas, nenhum dos estudos com mais de 10 milhdes de
CTMs e repetidas aplicacdes, sejam de células alégenas ou autdgenas, relataram reacdes
adversas significativas (BARRACHINA et al., 2018; FERRIS et al., 2014; DELCO et al., 2020
MCILWRAITH et al., 2011, MARINAS-PARDO et al., 2018). Corroborando com estes,
estudos em articulagdes saudaveis de equinos, foram utilizadas doses entre 10 a 25 milhdes de
CTMs (alogénicas ou autdlogas), e constatou-se que a maioria dos animais ndo desenvolveu

reacOes adversas graves ou ndo apresentou reacao alguma (PIGOTT et al., 2013a, 2013b ;
32



ARDANAZ et al. 2016; JOSWING et al., 2017; MARINAS-PARDO et al., 2018; COLBATH
et al., 2019a; ). Ja outro trabalho observou que CTMs alogénicas equinas administradas por via
intradérmica em doses de 30 a 50 milhdes sdo capazes de induzir respostas de anticorpos
humorais in vivo (PEZZANITE et al., 2015).

Em caes, doses baixas (5 milhdes) ndo induziram sinais clinicos inflamatoérios, enquanto
o transplante de 66 milhdes resultou em dor e claudicagdo (PARK et al., 2013). Doses mais
baixas também provaram ser eficazes na melhoria das propriedades funcionais em ligamentos
colaterais de equinos (SAETHER et al., 2014). Assim como estudos com outras espécies
(camundongos e suinos) que demonstraram que injegdes repetidas de CTMs potencializam suas
acoes benéficas em diferentes modelos de enfermidades e vias de administragio (VAN
VELTHOVEN etal., 2010; HATSUSHIKA et al., 2014), doses mais baixas, de forma repetida,
ou associada a outras terapias biologicas, podem ser uma forma significativa de aumentar a

eficacia e diminuir o risco de reagdes adversas com o uso de CTMs em casos osteoartriticos.
4.3.2.3. Autologas versus alogénicas

Dos 15 trabalhos selecionados, 11 usaram CTMs alogénicas, trés utilizaram CTMs
autologas e apenas um estudo comparou CTMs alogénicas e autdlogas. O transplante autdlogo
¢ realizado com CTMs que provém do proprio individuo que recebera a terapia génica, ja o
transplante alogénico utiliza CTMs de outro individuo (doador) da mesma espécie em pacientes
que receberd a terapia (receptor).

Usando CTMs alogénicas, os 11 estudos conseguiram mostrar resultados clinicos,
citologicos, histologicos e bioquimicos estatisticamente favoraveis nos grupos de animais que
receberam a terapia génica (aproximadamente 275/396 animais) (BROECKX et al., 2014a;
2014b; 2019a; 2019b; FERRIS et al., 2014; WILLIAMS et al., 2015; BARRACHINA et al.,
2018; KORCHUNIIT et al., 2018; MARINAS-PARDO et al., 2018; MAGRI et al., 2019;
DELCO et al., 2020). A maioria dos estudos com CTMs autologas (2/3) obteve resultados
insuficientes quando comparado aos outros estudos. Estes detectaram melhora na resposta
cicatricial precoce e na redu¢do de PGEz; no entanto, nas avalia¢des clinicas, bioquimicas e
histoldgicas, ndo foram observadas diferencas significativas (14/24 animais) (WILKE et al.,
2007; FRISBIE et al., 2009). Um estudo obteve resultado mais consistente, apresentando
aumento da resisténcia do tecido reparado e maiores niveis de agreccan na maioria dos animais

(10/24 animais — na cartilagem articular (MCILWRAITH et al., 2011). O estudo que comparou
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as CTMs alogénicas e autdlogas ndo demonstrou melhoras com CTMs ou diferengas estatisticas
entre os tratamentos autdlogos e alogénicos (COLBATH et al., 2019b).

A expansdao de CTMs autologas possuem limitagdes por serem bastante trabalhosas e
necessitarem de um tempo maior para serem cultivadas (cerca de 3 semanas). Isso prejudica
pacientes que necessitam de tratamento imediato e os resultados s3o mais incertos sobre a
qualidade das células colhidas. No caso de CTMs de medula 6ssea, ha também o risco
individual da colheita (MCILWRAITH et al., 2011; ARDANAZ et al., 2016; COLBATH et al.,
2019a, 2019c). Diferentemente das células autdlogas, as CTMs alogénicas possuem vantagem
por serem terapias prontamente disponiveis para tratamento imediato, conhecidas como
“terapias pronto-para-uso” que podem ser colhidas de animais jovens e saudaveis,
caracterizadas e selecionadas de acordo com suas propriedades terapéuticas. O menor tempo de
expansao ex vivo das CTMs alogénicas as tornam uma possibilidade clinica e comercialmente
atrativa para o tratamento das afec¢des musculoesqueléticas (ARDANAZ et al., 2016;
COLBATH et al., 2019a, 2019c).

Nos ultimos dez anos, houve uma crescente discussao sobre a seguranca e eficacia do
uso de CTMs alogénicas em doengas osteomusculares (COLBATH et al., 2019¢). Embora as
vantagens sobre o uso de CTMs alogénicas sejam claras, especulagdes relacionadas a expressao
do complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC — major histocompatibility
complex) expressos pelas CTMs tém levantado preocupacdes (SCHNABEL et al., 2014;
BERGLUND & SCHNABEL, 2017). A expressao de MHC-II em sua superficie pode levar ao
reconhecimento imunologico e, dessa forma, resultar em uma reagcdo imune a células alogénicas
(SCHNABEL et al., 2014; SCHNABEL; BOONE; PERONI, 2019). No entanto, ha discussdes
sobre o nivel de expressdo do MHC-II pelas CTMs. Estudos com CTMs da medula 6ssea e
sangue umbilical relataram uma falta de MHC-II expresso nas CTMs de equinos (GUEST;
OUSEY; SMITH, 2008; SCHNABEL et al., 2014; BARBERINI et al., 2014; MUNDY et al.,
2015; COLBATH et al, 2019a;). Assim, os baixos niveis de expressdo do MHC-II em sua
superficie e os mecanismos imunossupressores caracteristicos podem justificar em parte a falta
de evidéncias clinicas e de respostas imunes que podem ser causadas pelas CTMs alogénicas
(BARBERINE et al., 2014; CARRADE et al., 2014; TESSIER et al., 2015; COLBATH et al.,
2019a). O fato dos estudos com células alogénicas, avaliando diferentes parametros, terem, de
uma forma geral, demonstrado melhoras significativas com o uso de CTMs, ao passo que os
estudos com células autdlogas falharam, pode ser em parte explicado pelo maior nimero de

animais nos grupos e o efeito ter sido realizado em OA natural em boa parte dos estudos com
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CTMs alogénicas. Enquanto o méximo de animais utilizados num tnico experimento com
CTMs autologas foi de 10 animais por grupo, houveram estudos com CTMs aldgenas com 72,
150 e 165 animais tratados por experimento, sem contar os dos grupos controle e de outros
tratamentos (MARINAS-PARDO et al.; 2018; BROECKX et al., 2019b, 2014b). Outro ponto
a ser considerado ¢ que boa parte dos estudos com CTMs aldgenas (5/11), incluindo os trés
supracitados, utilizaram OA de ocorréncia natural, enquanto todos os grupos que utilizaram
células autologas, incluindo o que buscou comparar autéloga contra alogénicas, utilizaram OA
artificialmente induzidas. Assim, este niumero menor de amostra e modelo experimental
utilizado para avaliar o efeito das células autdlogas pode ter criado um viés para auséncia de
efeito benéfico na OA e em comparagdo as aldgenas. Ainda, o estudo que comparou as duas,
nao teve grupo controle e os animais foram avaliados por apenas duas semanas (COLBATH et

al., 2019b).
4.3.2.4. Uso de terapias adjuvantes

Alguns dos estudos observaram que as PBSC alogénicas induzidas por substancias
condrogénicas (estas usadas para criar um meio de indugdo condrogénico e assim estimular a
condrogénese) combinadas com PRP alogénico, foram eficazes contra os sinais e reacdes
inflamatorias causadas pela OA (BROECKX et al. 2014a, 2014b, 2019a, 2019b). Os estudos
analisados observaram melhoras significativas clinicas gerais e baixos efeitos adversos. Um
desses trabalhos obteve, além da melhora clinica, recuperagdo nas caracteristicas do fluido
sinovial, reducao na severidade das linhas de desgaste e aumento na quantidade de GAGs,
COMP e colageno tipo II. (BROECKX et al. 2019a).

A cartilagem danificada pode ndo fornecer um ambiente adequado para ocorrer a
diferenciagdo das CTMs e influenciar negativamente sua viabilidade, prejudicando a inducao
condrogénica (BROECKX et al., 2014a). O PRP serve como um suporte bioldgico por oferecer
uma gama de fatores de crescimento (fator de crescimento derivado de plaquetas —-PDGF; fator
de crescimento transformador beta - TGF-B; fator de crescimento semelhante a insulina-1 -
IGF-1; fator de crescimento epidérmico — EGF; fator de crescimento endotelial vascular —
EGF), e substancias de adesdo tecidual (fibrina, fibronectina e vitronectina) que sao
naturalmente utilizados pelo proprio organismo durante o reparo tecidual e aumentam em
concentragdo de células no local da lesdo. Diante disso, o PRP serve como um arcabougo para
promover a migracdo de CTMs em lesdes muscoesqueléticas (BOONE, 2013; CREEPER &
IVANOVSKI, 2011). Além disso, estudos confirmam que o PRP aumenta a proliferagao de
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CTMs e causa diferenciagdo condrogénica in vitro (MISHRA et al., 2009). O PRP também
pode ser usado como meio de cultura celular, trocando substancias xenogénicas que sao
atualmente utilizadas em meios de cultura para expansao das CTMs, diminuindo os riscos e
aumentando a seguranga das aplicacoes de CTMs (COPLAND & GALIPEAU, 2011). Os
estudos deste trabalho defendem que o uso combinado entre esses produtos bioldgicos, podem
produzir efeitos benéficos necessarios para promover um melhor reparo biolégico do tecido,
trazendo beneficio ao tratamento. Um dos estudos comparou o potencial das CTMs ¢ PRP
isoladamente, combinados entre si (PRP + CTMs) e CTMs com PRP e indugdo por substancias
condrogénicas. Foi observado melhoras significativas na funcionalidade e sustentabilidade das
articulagdes tratadas com PRP e CTMs associadas, independentemente da indugdo por

condrogénicos (BROECKX et al., 2014a).
4.3.2.5. Lesdes adquiridas naturalmente e induzidas experimentalmente

Dos 15 estudos analisados, nove utilizaram OA induzida (WILKE et al., 2007; FERRIS
etal.,2009; MCILWRAITH etal., 2011; WILLIAMS etal.,2015; BARRACHINA etal., 2018;
KORCHUNIIT et al., 2018; BROECKX et al., 2019a; COLBATH et al., 2019b; DELCO et al.,
2020) e seis OA de ocorréncia natural (BROECKX et al., 2014a; 2014b; 2019b). No estudo
prospectivo (FERRIS et al., 2014), além de abordar lesdes em cartilagens, também utilizou-se
animais com lesdes em meniscos € em ligamentos.

Os seis estudos que utilizaram OA de ocorréncia natural obtiveram melhoras nos
parametros clinicos relacionados a inflamagdo (aproximadamente 236/357 animais)
(BROECKX etal., 2014a; 2014b; 2019b; FERRIS et al., 2014; MARINAS-PARDO et al., 2018
MAGRI et al., 2019). Os sinais clinicos inflamatérios avaliados consistiram de a avaliacao
articular (palpacao, respostas aos testes de flexdo, inchaco, calor e avaliacdo da efusdo) e do
grau de claudicacdo. Estes estudos nao realizaram exames da composicao/histologia da
cartilagem ou capsula articular e nem do liquido sinovial.

Os que usaram OA induzidas experimentalmente como modelo tiveram resultados
diversificados. Houve melhoras dos sinais clinicos inflamatérios, melhoras histoldgicas,
citologicas e bioquimicas entre os trabalhos (6/9 estudos; aproximadamente 49/71 animais)
(MCILWRAITH et al.,, 2011; WILLIAMS et al, 2015; BARRACHINA et al., 2018;
KORCHUNIIT et al., 2018; BROECKX et al., 2019a; DELCO et al., 2020). Os outros estudos

ndo demonstraram resultados expressivos na maioria dos parametros avaliados ou nao
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demonstraram melhorias (3/9 estudos; aproximadamente 22/71 animais) (WILKE et al., 2007;
FRISBIE et al., 2009; COLBATH et al., 2019D).

Como modelo experimental, os estudos com OA induzidas usaram fragmentos
osteocondrais (4/9), artrites e sinovites induzidas por substancias quimicas e biologicas (3/9)
(artrite induzida por injecdo intra-articular de anfotericina B e sinovites induzidas por
interleucina 1 beta — IL-1B e lipolissacarideo - LPS) e lesdes na cartilagem articular (2/9). Os
modelos de AO induzidas por substancias quimicas sao utilizados para imitar o processo da
doenca em diversas espécies, incluindo o cavalo. A injecao intra-articular de anfotericina B
induz um modelo de artrite aguda no cavalo produzindo inflamagdo e exercendo um papel
importante no inicio e na progressao das alteracdes degenerativas da cartilagem. Entretanto, o
modelo de anfotericina-B nao reproduz a AO poés-traumatica (PTOA), a qual ¢ a patogé€nese
mais comum da doenga (SUOMINEN et al., 1999; MARTTINEN et al., 2006; MOKBEL et al.,
2011; BARRACHINA et al., 2018). O modelo de sinovite induzida por LPS possui curta
duracdo (24-48h) e, nesse caso, o LPS ndo imita todas as fases da OA. Ainda assim, o LPS ¢
util para a avaliagdo das CTMs na inflamagdo aguda (PALMER & BERTONE, 1994;
WILLIAMS et al.,, 2015;). Os resultados em estudos que utilizam modelos induzidos
experimentalmente podem variar daqueles que utilizam a OA de ocorréncia natural por esta
apresentar variabilidade nos estagios da doenca, na velocidade de progressao e na resposta de
inata de cada paciente (BROECKX et al., 2019a).

O efeito principal das CTMs na OA pode estar relacionado a imunomodulagdo e
consequentemente as atividades anti-inflamatorias. Assim, a escolha do modelo de lesdo torna-
se uma questdo importante para estudar o efeito terapéutico das CTMs (BARRACHINA et al,
2018). As OA causadas por fragmentos osteocondrais levam a claudicagdo e a queda de
desempenho dos animais. Essa doenga ¢ frequentemente tratada com intervengao cirurgica, por
meio da remog¢ao dos fragmentos, ¢ administragdo de AINES (MCILWRAITH; FRISBIE;
KAWCAK, 2012). Embora os fragmentos osteocondrais sejam retirados, a inflamac¢do das
articulagdes pode persistir. Diante disso, o tratamento ciriurgico combinado com as CTMs pode

melhorar a clinica do paciente (KORCHUNIIT et al. 2018).
4.3.3. Avaliacoes
4.3.3.1. Avaliacao dos sinais inflamatdrios (avaliacdo articular e grau de claudicagdo)

A andlise da inflamacdo articular consistiu da avaliagdo da temperatura local subjetiva

(calor a palpagdo), presenca de efusdo sinovial, dor a palpacdo e medicdo da amplitude de
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movimento e circunferéncia articular (11/15). O grau de claudicacdo foi estimado de acordo
com a escala de pontuacdo para claudicacdo da AAEP (13/15) e por uma ferramenta de medig¢ao
objetiva, em forma de localizador de claudicacao (3/13). Os trabalhos avaliaram a articulagdo
e o grau de claudicag¢do durante todo o periodo de estudo, divergindo apenas no intervalo de
avaliagdo, variando na duragdo entre horas, semanas e meses de acordo com o estudo (FRISBIE
et al., 2009; MCILWRAITH et al., 2011; WILLIAMS et al., 2015; WILKE et al., 2015;
BARRACHINA et al., 2018; KORCHUNIIT et al., 2018; MARINAS-PARDO et al., 2018;
BROECKX etal.,2019a;2014a;2014b; 2019b; COLBATH etal.,2019b; MAGRI et al., 2019).
Trés estudos ndo utilizaram o exame de claudicagdo como método avaliativo (BROECKX et
al., 2019% MAGRI et al., 2019; COLBATH et al., 2020).

Dos estudos com animais com OA induzida experimentalmente e de ocorréncia natural
(incluindo lesdes associadas a essas) tratados com CTMs autdlogas e alogé€nicas que avaliaram
os sinais clinicos inflamatorios pela avaliacdo articular e o grau de claudicacao (totalizando 13
de 15 estudos analisados), cerca de 69,23% (9/13) obtiveram melhoras dos sinais clinicos
inflamatérios demonstrados pelos animais (aproximadamente 261/414 animais) (FERRIS et al.,
2014; BROECKX et al., 2014a; 2014b; 2019a; 2019b; BARRACHINA et al., 2018;
KORCHUNIIT et al., 2018; MARINAS-PARDO et al., 2018; MAGRI et al., 2019). Outros ndo
observaram melhora dos sinais inflamatorios e/ou ndo apresentaram diferengas significativas
30,77% (4/13 estudos — aproximadamente 32/414 animais) (FRISBIE et al. 2009;
MCILWRAITH et al., 2011; WILLIAMS et al., 2015; COLBATH et al., 2019b).

Os trabalhos que tiveram resultados positivos com CTMs apresentaram melhora nos
escores de claudicacdo (6/9), diminuicdo na efusdo articular (4/9) e diminui¢do da dor em
resposta a flexdao (3/9) (FERRIS et al., 2014; BARRACHINA et al., 2018; KORCHUNIJIT et
al., 2018; MARINAS-PARDO et al., 2018; BROECKX et al., 2019a; 2014a; 2014b; 2019b;
MAGRI et al., 2019). Dois estudos (2/9) (OA de ocorréncia natural e induzida) observaram que
o grupo de tratamento com CTMs pareceu se recuperar mais rapido da claudicagdo em
comparac¢do ao placebo (diferencgas encontradas apos 60 dias de tratamento nos dois estudos).
Em um desses dois trabalhos, além do grau de claudicacao, a resposta a dor e a flexdo no grupo
de tratamento com CTMs pareceu diminuir mais rapido do que no grupo de tratamento
convencional (apds 30 dias de tratamento) (KORCHUNIIT et al., 2018; MARINAS-PARDO
et al., 2018).

Poucos estudos (2/9) (BROECKX et al., 2014b; FERRIS et al., 2014) avaliaram o

resultado do efeito das CTMs no retorno ao trabalho dos animais. Um dos estudos utilizou
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combinagdes de CTMs induzidas por substancias condrogénicas ou ndo induzidas, com PRP,
acompanhando o resultado a longo de 18 meses (BROECKX et al., 2014b). Neste estudo,
considerado piloto, 78% dos animais com CTMs nativas (ndo induzidas por substancias) e 86%
dos que receberam CTMs induzidas por substancias condrogénicas retornaram ao trabalho
(BROECKX etal., 2014b). Ja no outro estudo, uma série prospectiva de casos, 43% dos cavalos
retornaram ao nivel anterior de trabalho, 33% retornaram ao trabalho ¢ 24% nao retornaram ao
trabalho, somando um total de retorno ao trabalho (76%) parecido aos niveis do estudo de
Broeckx et al. (2014b) (FERRIS et al., 2014). Em um dos estudos (BROECKX et al., 2014a),
os parametros foram classificados em um sistema de pontuacdo clinica determinado pelo autor.
Esses parametros foram somados e considerados como escore geral de gravidade clinica. Diante
disso, os escores de gravidade clinica foram traduzidos para escores de evolucao para facilitar
a interpretacao dos dados. O estudo obteve os maiores escores de evolugao com o tratamento
combinado de CTMs com PRP induzidas por condrogénicos ou ndo, em comparagao aos grupos
em que usaram isoladamente CTMs e PRP. Nao houve grupos controle.

Os estudos que ndo conseguiram apresentar melhoras dos sinais clinicos inflamatérios
com o uso de CTMs, ndo obtiveram diferencas estatisticas na reducao do grau de claudicagdo
(3/4), dor a flexdo (2/4), efusdo articular (3/4) e circunferéncia articular (2/4) (FRISBIE et al.,
2009; MCILWRAITH et al., 2011; WILLIAMS et al., 2015; COLBATH et al., 2019b).

O processo agudo ¢ caracterizado por dor, efusdo, diminuicdo da amplitude de
movimento ¢ aumento da circunferéncia articular. Em casos agudos, a dor ¢ iniciada quando
estimulos térmicos, quimicos € mecanicos ativam fibras aferentes periféricas, e ¢ evidenciada
pela claudicagdo e pela resposta positiva a flexdo da articulagdo (HALL et al., 2001;
MCILWRAITH, 2006). O grau de claudicagdo precisa ser registrado em uma abordagem
objetiva utilizando um sistema de classificacdo. O AAEP, sistema de classificacdo de
claudicacao de referéncia, ¢ recomendado por varios autores e estabelece que um mesmo
veterindrio avalie o animal da mesma maneira (BAXTER & STASHAK, 2011). Embora o
sistema localizador de claudicacdo tenha demonstrado uma melhor repetibilidade inter-
observadora, quando comparado ao exame subjetivo de claudicagdo, este deixa de fora
diferentes padrdes cinematicos. Assim, o sistema objetivo ¢ recomendado como aditivo a
avaliacdo clinica, colaborando para resultados mais precisos (KEEGAN, 2007; KEEGAN et al.
2013;2011). Avaliar a eficacia e o potencial das CTMs, principalmente alogénicas, em modelos

experimentais e naturais de inflamacao, pode levar a resultados pouco comparaveis, pois as
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caracteristicas imunomodulatérias das CTMs podem agir e serem estimuladas de formas

variadas em ambientes inflamatoérios diferentes.
4.3.3.2. Avaliagao citologica e bioquimica do liquido sinovial

A avaliagao citologica e bioquimica do liquido sinovial consistiu em geral, da contagem
de células nucleadas, contagem diferencial de células, concentracdo de proteina total, e
mediadores quimicos de inflamacdo (PGE2 e TNFa) (8/15). Os trabalhos avaliaram o liquido
sinovial variando de acordo com a duracao do estudo entre um intervalo de horas, dias, semanas
€ meses.

De oito estudos que avaliaram a citologia, trés observaram redugdo significativa no
numero de leucdcitos (neutrdfilos e células mononucleadas) no liquido sinovial de animais
tratados com CTMs (25 animais totais) (WILLIAMS et al., 2015; BARRACHINA et al., 2018;
KORCHUNIJIT et al.,, 2018). Entretanto, cinco estudos nao apresentaram diferencas
significativas na contagem de células nucleadas e na contagem diferencial de células (36
animais) (WILKE et al., 2007; FRISBIE et al., 2009; BROECKX et al., 2019a; COLBATH et
al., 2019b; DELCO et al., 2020).

Dos estudos que fizeram avaliagdo bioquimica (8/15), um trabalho notou valores de
proteina total significativamente reduzidos no final do estudo com CTMs (14 animais)
(BARRACHINA et al.,, 2018) e o restante das pesquisas ndo apresentou diferencas
significativas na concentragdo de proteina total entre os tratamentos (7/8) (86 animais) (WILKE
et al.,, 2007; FRISBIE et al., 2009; WILLIAMS et al., 2015; KORCHUNIIT et al., 2018;
BROECKX et al., 2019a; COLBATH et al., 2019b; DELCO et al., 2020). A maioria (6/8) ndo
observou diferenca estatistica na concentragao dos mediadores quimicos inflamatérios (PGE: e
TNFa) no liquido sinovial de equinos tratados e ndo-tratados com CTMs (74 animais) (WILKE
et al., 2007; WILLIAMS et al., 2015; BARRACHINA et al., 2018; KORCHUNIJIT et al., 2018
BROECKX et al., 2019a; COLBATH et al., 2019b;). Dos dois estudos que observaram
diferengas bioquimicas, o grupo tratado com CTMs autélogas apresentou diminui¢do da
concentracdo de PGE> (8 animais) (FRISBIE et al., 2009) e o grupo tratado com CTMs
alogénicas teve um aumento da concentracao do eicosanoide (8 animais) (DELCO et al., 2020),
ambos em comparagdo ao grupo controle negativo.

Embora ndo constatada na maioria dos estudos, a diminuicdo de PGE: e da contagem
de neutroéfilos e células mononucleares apds a administracdo de CTMs apoia o conceito de que

as CTMs detém potencial terapéutico na inflamacao das articulagdes. Ja o aumento da PGE:
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pode estar associado ao efeito imunomodulador causados pelas CTMs selecionadas para a alta
expressdo de superficie da subunidade integrina al0"e" a qual foi utilizada no estudo. Este ¢
um marcador fenotipico e importante receptor de colageno tipo II (CAMPER; HELLMAN;
LUNDGREN-AKERLUND, 1998; VARAS et al., 2007) que auxilia as CTMs no
melhoramento das propriedades imunomoduladoras segundo Uvebrandt et al. (2019). A funcao
imunomoduladora ¢ atribuida em especial a secrecdo de PGE, dependente de IL-6, por inibir
a producao dos mediadores inflamatérios (TNF-a, INF-y e MMPs). As CTMs deficientes em
IL-6, usadas em um modelo de artrite, ndo foram capazes de reduzir os sinais clinicos do
processo agudo (NAUTA & FIBBE, 2007; BOUFFI et al., 2010; LEE et al., 2016). Outra
hipotese sugerida para o aumento de PGE: seria o uso das CTMs alogénicas, onde estas podem
ser mais imunogénicas comparadas as autdlogas. Pigott et al. (2013), relatam aumento de até

25% dos sinais inflamatdrios com uso de BMSCs alogénicas comparadas as autologas.
4.3.3.3. Avaliacao de imagem

Os exames de imagem utilizados consistiram de exames radiograficos (7/15) (FRISBIE
et al., 2009; MCILWRAITH et al., 2011; BARRACHINA et al., 2018; KORCHUNIIT et al.,
2018; BROECKX et al., 2019a; DELCO et al., 2020; MAGRI et al., 2019) e de ressonancia
magnética (RM) (3/15) (BARRACHINA et al., 2018; DELCO et al., 2020; MCILWRAITH et
al., 2011) usados para avaliar a formacdo de osteofitos, entesofitos, proliferacdo dssea e
sinovial, lise 6ssea subcondral, edema subcondral, tamanho do espago articular, espessura da
cartilagem, quantidade de tecido de reparo e opacidade do defeito; de artroscopia (3/15)
(WILKE et al., 2007; MCILWRAITH et al., 2011; DELCO et al., 2020)), utilizado para avaliar
a firmeza do tecido, bem como o grau de reparo tecidual, e o exame ultrassonografico (1/15)
para examinar a integridade da cartilagem e do ambiente articular (BARRACHINA et al.,
2018).

Em cinco trabalhos (5/7), incluindo os trés que usaram RM, as imagens radiograficas e
de RM ndo demonstraram diferencas significativas entre os grupos com CTMs em comparagao
aos controles ou grupos de comparagdes entre produtos (BROECKX et al., 2019a;
BARRACHINA et al., 2018; MAGRI et al., 2019; MCILWRAITH et al., 2011; FRISBIE et al.,
2009). Dois trabalhos observaram melhoras nas anormalidades radiologicas. Um trabalho
sugeriu diminui¢do da formagdo de ostedfitos no grupo tratado (KORCHUNIIT et al., 2018).
Outro observou menos esclerose 6ssea subcondral nos animais tratados em comparagdo ao

grupo controle (8 animais) (DELCO et al., 2020).
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Em dois de trés trabalhos, as avaliagdes artroscopicas demonstraram melhoras. Em um,
foi detectado firmeza significativa do tecido reparado com escore 2,2, sendo O classificado
como ruim e 4 excelente (MCILWRAITH et al., 2011). No estudo de Wilke et al. (2007) foi
observado resposta cicatricial precoce no grupo tratado (WILKE et al., 2007). Em outro estudo,
ndo houve diferencas significativas (DELCO et al., 2020). Em um estudo de caso, avaliado ao
longo de 15 meses, a aplicacdo repetida, de trés injecdes de 10 e 2 milhdes de CTMs autdlogas
mostrou ter eficacia na reducao da profundidade dos defeitos da cartilagem e de melhora
moderada do ligamento cruzado cranial com suavizacao das irregularidades da superficie e
firmeza na palpacdo, observados através de avaliagdes artroscOpicas, em um equino com
fissuras na cartilagem de ocorréncia natural. A recuperagdo foi considerada adequada com o
animal retornando ao esporte (RAHEJA et al., 2011).

O estudo em que utilizou a ultrassonografia para avaliar o ambiente articular, observou

efusdo sinovial reduzida no grupo de tratamento com CTMs (BARRACHINA et al., 2018).
4.3.3.4. Avaliacao post-mortem

Seis trabalhos, todos com lesdes induzidas, avaliaram as caracteristicas macroscopicas,
histoldgicas, bioquimicas e imuno-histoquimicas da membrana sinovial e cartilagem articular
post-mortem, buscando analisar a morfologia e a composi¢ao bioquimica dos tecidos sinoviais
a curto e longo prazo.

Nas avaliagdes conjuntas macroscopicas, os estudos observaram um aumento
significativo na firmeza do tecido reparador (10 animais) (MCILWRAITH et al., 2011), menos
fibrilacdo da cartilagem articular (8 animais) (DELCO et al., 2020), bem como uma melhor
aparéncia geral da cartilagem (14 animais) (BARRACHINA et al., 2018).

Quatro estudos que avaliaram as caracteristicas sob o efeito das CTMs a longo prazo (6
a 12 meses) demonstraram melhoras na histologia, incluindo menor esclerose 6ssea subcondral
(DELCO et al., 2020), melhor resposta de cura inicial do tecido cartilaginoso (WILKE et al.,
2007) e diminuicdo da inflamacdo sinovial nos grupos de animais tratados (BARRACHINA et
al., 2018). Na imuno-histoquimica, os estudos revelaram progressao tardia da perda de PGs
(BARRACHINA et al., 2018) e niveis maiores de agrecann nos grupos tratados com CTMs
(MCILWRAITH et al., 2011).

Dois estudos avaliaram os efeitos das CTMs a curto prazo (6 semanas ¢ 2 meses £ 5
dias). Um dos estudos obteve menor hiperemia sinovial, menores linhas de desgaste na

avaliagdo macroscdpica e uma maior quantidade de COMP, coldgeno tipo II e GAGs no grupo
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de intervengdo em comparagdo ao controle, embora, ndo registrada diferenca significativa na
histologia (BROECKX et al., 2019a). O outro estudo ndo observou efeitos das CTMs nas
avaliacdes macroscopicas, histoldgicas ou bioquimicas da cartilagem e membrana sinovial
(FRISBIE et al., 2009).

A evidéncia de regeneracdo da cartilagem articular ¢ menisco tem sido descrita em
modelos com outras espécies, principalmente a longo prazo, havendo melhoras significativas
em parametros macroscopicos e histoldgicos especificos, incluindo cor, rigidez, aspecto da
se¢do sagital, distribui¢ao celular, estrutura dssea subcondral e contetido de PGs e colageno tipo
II (MURPHY et al., 2003; LEE et al., 2007; MOKBEL et al., 2011; CARMINAL et al., 2014;
MOKBEL et al., 2011;). Além da especulagdo do efeito imunomodulador das CTMs em
secretar fatores soluveis e promover efeitos anti-inflamatérios, evidéncias no meio cientifico
indicam que os efeitos reparadores das CTMs também estdo ligados a secre¢ao de citocinas e
quimiocinas anti-inflamatorias, que alteram o ambiente receptor e facilitam a regeneracdo do
tecido (STAGG, 2007; CARRADE et al., 2012; PATERSON et al., 2014).

Considerando essas evidéncias, a andlise a longo prazo das terapias bioldgicas ¢
necessaria para entender a permanéncia do efeito e o destino das células-tronco injetadas no

ambiente articular (MOKBEL et al., 2011).
4.3.3.5. Efeitos colaterais

A maioria dos estudos incluidos nessa analise (14/15) utilizando doses tUnicas ¢
repetidas, ndo observaram reacdes clinicas apos a administragdo de CTMs alogénicas e/ou
autologas no ambiente articular. A excecao foi um estudo, em que um animal teve reagdo
inflamatoria grave apos a inje¢do das UCSC, apresentando claudicagdo, calor local e edema
severo. Entretanto, a andlise do liquido sinovial foi indicativa de sepse articular (103.000
globulos brancos/puL com 70% de neutrofilos), na qual os autores sugeriram estar relacionada a
quebra de assepsia (MAGRI et al., 2019), embora a alta contagem neutrofilica pudesse também
estar relacionada ao niimero de CTMs injetadas na articulagdo. Os outros estudos relataram
reacdes leves e autolimitantes (6/15), como calor periarticular leve, inchaco articular e
acentuado grau de claudicacdao apos a inje¢do intra-articular em um curto espago de tempo,
variando de cinco horas a uma semana apos aplicacdo (BROECKX et al., 2014b; FERRIS et
al., 2014; WILLIAMS et al., 2015; MARINAS-PARDO et al., 2018; BARRACHINA et al.,
2018; MAGRI et al., 2019). Os sinais foram melhorados com a administragdo de AINES,

antibioticos e lavagem articular. Alguns animais melhoraram sem tratamento.
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Em estudo prospectivo, Ferris et al. (2014) observaram que 10% dos animais
desenvolveu inflamacdo aguda apds a inje¢do intra-articular de 13 milhdes de BMSCs
autdlogas. Em um estudo randomizado multicéntrico duplo-cego e controlado por placebo
(BROECKX et al., 2019b), trés eventos adversos foram observados em trés dos 50 animais
tratados com doses de 2 milhdes de CTMs alogénicas induzidas por condrogénicos combinadas
com 85 milhdes de plaquetas. Esses animais foram diagnosticados com infecgdes leves do trato
respiratorio superior apresentando secrecdo nasal. Um desses efeitos adversos foi também
observado em um animal do grupo controle.

Alguns estudos que avaliaram os efeitos do uso de BMSCs, ADSCs e CTMs derivadas
da placenta (autédlogas e alogénicas) com doses repetidas em articulagdes saudaveis de equinos,
relatam que os animais demonstraram reagoes inflamatorias leves e transitorias com doses entre
10 e 25 milhoes de CTMs. Nesses estudos, as reagdes adversas descritas consistiam em efusao
sinovial com ou sem claudicagdo, temperatura local aumentada e acentuada inflamacao
sinovial. Os parametros clinicos normalizaram espontaneamente dentro de 24 a 48 horas ou 10
dias apos a inoculagio (CARRADE et al., 2011; ARDANAZ et al., 2016; MARINAS-PARDO
et al., 2018). Essas observacdes indicam que ha a possibilidade de pequenas reacdes
inflamatorias iniciais na articulagdo nas horas ou dias apds a administragao intra-articular. No
entanto, a administracdo de CTMs em equinos com lesdes em tecidos moles ¢ considerado

como tendo baixa reagdo adversa (URSINI et al., 2019).
4.4. CONCLUSAO

Os efeitos imunomodulador e reparador das células tronco mesenquimais aplicadas em
equinos com OA foram evidenciados na maioria dos estudos por meio da reducdo dos sinais
clinicos inflamatorios e da melhora histoldgica e bioquimica articular. Essas evidéncias foram
mais consistentes nos estudos com maior nimero de animais nos tratamentos e realizados com
células tronco mesenquimais derivadas do sangue periférico alégenas combinadas ao plasma
rico em plaquetas em OA de ocorréncia natural. A variabilidade dos fatores que podem
influenciar o efeito das CTMs em OA de equinos e o nimero insuficiente de animais nos
subgrupos destas pesquisas, impossibilitou a execucao de uma meta-analise dos resultados
apresentados. Possivelmente, estudos mais homogéneos e com um acompanhamento por longos
periodos dos animais suscetiveis, antes do aparecimento clinico da lesdo e apds a terapia génica,
permita avaliagdes multicéntricas e a obtencdo de resultados estatisticamente significativos e

reproduziveis.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Durante os trés meses de estagio, foi possivel acompanhar distintas realidades na rotina
hospitalar e nos atendimentos a campo, lidando diretamente com os proprietarios de animais de
grande porte em diferentes situagdes. As variadas abordagens diagndsticas e terapéuticas, tanto
nos casos mais comuns quanto nos mais raros, serviram para que dificuldades fossem superadas
e habilidades aprimoradas.

A revisdo de literatura sobre OA e a revisdo sistematica sobre as células tronco
mesenquimais como terapia regenerativa na OA equina permitiram entender melhor sobre o
impacto que as doencas articulares causam nesta espécie, perceber a importancia de novas
terapias que consigam melhorar o reparo articular e seus sinais clinicos e apreciar o estudo
cientifico como ferramenta fundamental para se exercer uma medicina veterinaria baseada em

evidéncias.
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APENDICE A — TABELA DE RESUMO COM AS CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS COM ANIMAIS
INCLUIDOS NA REVISAO SISTEMATICA

Barrachina
et al.
(2018)

Brockx et
al. (2019a)

Broeckx et
al. (2014a)

Estudo
experimental
nao
randomizado
de placebo-
controle
Estudo
experimental
randomizado
duplo-cego
controlado por
placebo

Estudo
preliminar

6 meses

11
semanas

12 meses

Alogeénicas,
BMSCs

Alogénicas,
PBSC em
combinagdo com
PRP

Aloggénicas,
PBSC em
combinagdo com
PRP

Tratados: CTMs nativa
n=7; CTMs preparada
n=7; Controle n=4

Tratados n=6; Controle
n=6

Experimento 1: tratados
PRP n=5; CTMs n=5;
CTMs+PRP n=5; CTMs
induzidas por
condrogénicos + PRP
n=5. Experimento 2:
combinagdo 1 CTMs
+PRP n=15; combinagio
2 CTMs induzidas por
condrogénicos + PRP
n=15

25 milhoes

2 milhdes + 98
milhdes
(células,
plasma)

6.7 milhoes +
200 milhoes
(células, PRP)

Duas
injegoes

Injecao
unica

Injecao
unica

Artrite induzida
por inje¢do IA de
anfotericina B

OA induzida
usando um
modelo de

fragmento-sulco
osteocondral

OA de ocorréncia
natural

Radio-carpal

Metacarpofalangica

Metacarpo
/metatarsofalangica

58



Broeckx et
al. (2014b)

Broeckx et
al. (2019b)

Colbath et
al. (2019b)

Delco et al.
(2020)

Ferris et
al. (2014)

Frisbie et
al. (2009)

Korchunjit
et al.
(2018)

Estudo piloto

Estudo
randomizado
multicéntrico
duplo-cego e
controlado por

placebo

Estudo
controlado
randomizado

Estudo de
laboratorio
controlado

Série
prospectiva de
casos

Estudo
experimental
nao
randomizado
de placebo-
controle
Estudo
experimental
randomizado
cego

18
semanas

6 semanas
+ 5 dias

2 semanas

6 meses

Média de
24 meses

2 meses €
10 dias

3 meses

Aloggénicas,
PBSC em
combinagdo com
PRP

Alogénicas,
PBSC em
combinagdo com
PRP

Alogeénicas e

autdlogas em

comparagao,
BMSCs

Alogénicas,

ADSCs

Alogeénicas,
BMSCs

Autologas,
BMSCs

Alogeénicas,
BMSCs

Tratados n=165 (grupo 1
CTMs nativa + PRP;
grupo 2 CTMs induzidas
por condrogénicos + PRP)

Tratados n= 50; Controle
n=25

Tratados n=8 (articula¢des
tratadas autologas n=8;
alogénicas n=8)

Tratados n=8 (articulagdes
tratadas n=8;
contralaterais com placebo
n=8)

Tratados n=33

Tratados FVE n=8;
BMSCs n=8; Placebo n=8

Tratados n=5; Controle
n=5

6.7 milhoes +
130 milhGes
(células, PRP)

2 milhdes + 85
milhGes
(células, PRP)

10 milhoes

20 milhoes

15 a 20 milhdes

10,5 milhoes

10 milhoes

Injecao
Unica

Injecdo
unica

Duas
injecdes

Injecdo
unica

Injecdo
unica

Injecdo
Unica

OA de ocorréncia
natural

OA de ocorréncia
natural

Sinovite induzida
por IL-1P

OA induzida
experimentalmente
por cirurgia de
impacto (cirurgia
artroscopica)
LesGes meniscais,
lesdes em
cartilagens ou
ligamentares de
ocorréncia natural

OA induzida
artroscopicamente
por fragmento
osteocondral

OA induzida por
fragmentos
artroscopicamente

Fémoro-tibio-patelar,
metacarpofalangica,
interfalangica distal e
proximal

Metacarpo e
metatarsofalangicas

Tarsocrural

Talocrural

Femorotibiais

Mediocarpica

Carpo
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Magri et
al. (2019)

Marinas-
Pardo et
al. (2018)

Mcllwraith
et al.
(2011)

Wilke et al.
(2007)

Williams et
al. (2015)

Estudo piloto
clinico
multicéntrico
randomizado
duplo cego
controlado

Estudo
randomizado
multicéntrico

de placebo-
controle
duplo-cego

Estudo
experimental
randomizado

Estudo
experimental
nao
randomizado
de placebo-
controle
Estudo
experimental
randomizado
cego

6 meses

90 dias

12 meses

8 meses

1 semana

Aloggénicas,
UCSC

Alogeénicas,
ADSCs

Autdlogas,
BMSCs

Autologas,
BMSCs

Aloggénicas,
UCSC

Tratados n=28 (grupo 1
=14 uma injecao; grupo 2
n= 14 duas injecdes)

=]

Tratados n=72 (grupo
Horse Allo n=37; grupo
controle n= 35)

Tratados n=10
(articulagdes tratadas com
BMSCs n=10;
articulagdes controle
n=10)

Tratados n=6 (articulagdes
tratadas com BMSCs n=6;
articulagdes controle n=6)

Tratados n=6 (articulagdes
tratadas n=6; articulagoes
controle n=6)

10 milhoes

10 milhoes

20 milhdes + 22

mg (HA)

12 milhoes

10 milhoes

Injecdo
unica; duas
injecoes

Duas
injegdes

Injecdo
unica

Injecdo
Unica

Injecdo
unica

OA de ocorréncia
natural

OA de ocorréncia
natural

OA induzida por
defeitos condrais
seguidos de
microfraturas
criados
artroscopicamente

OA induzida por
remogao da
cartilagem por
artroscopia

Sinovite induzida
por LPS

Metacarpofalangica

Tarsometatarsais,
intertarsais distais,
interfalangeanas
proximais e distais,
matacarpofalangianas
radiocarpais e
tarsocrurais

Femorotibiais

Femoropatelar

Mediocarpica

ADSCs: adipose-derivated stem cells;, BMSCs: bone-marrow stromal cells;, CTMs: células tronco mesenquimais; FVE: fracdo vascular estromal; HA: 4cido hialurénico; IA: intra-articular; IL-

1B: interleucina 1 beta; LPS: lipopolissacarideo; OA: osteoartrite; PBSC: peripheral blood stem cells; PRP: plasma rico em plaquetas; UCSC: umbilical cord stem cells.
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APENDICE B —- TABELA DE RESUMO DOS PARAMETROS AVALIADOS E RESULTADOS DOS ESTUDOS
COM ANIMAIS INCLUIDOS NA REVISAO SISTEMATICA

Barrachina
et al.
(2018)

Brockx et
al. (2019a)

Broeckx et
al. (2014a)

Exames clinicos (FC, FR e T*° retal), exames de claudicagdo
(pontuada pela escala da AAEP) e inflamagdo monitorada
pela circunferéncia do carpo e calor do local. Exame sinovial
(citologico e de marcadores sinoviais), de imagem (US, Raio
x, RM), exame post-mortem (histoquimica, expressao génica)
da cartilagem e membrana sinovial.

Exame fisico, avaliagdo articular (T° local, efusdo, dor a
palpagdo, amplitude de movimento e circunferéncia articular),
exame visual da claudicacdo (pontuada através da escala
AAEP), analise do fluido sinovial (citologia ¢ de marcadores
sinoviais), radiografias e exames post-mortem (macroscopico,
histologico e imuno-histoquimico).

Avaliagdo articular (efus@o, respostas ao teste de flexdo),
exame visual da claudicacdo (pontuada através da escala
AAEP).

Os sinais inflamatérios clinicos e sinoviais foram mais
rapidamente reduzidos nos grupos tratados com CTMs.
Células alogénicas nao produziram reagao adversa. US sugeriu
uma redugdo da efus@o sinovial nos grupos tratados com
CTMs. A histoquimica da cartilagem sugeriu progressao tardia
da perda de proteoglicanos nos grupos tratados com CTMs. A
histopatologia sinovial indicou diminui¢@o da inflamag¢do nos
grupos tratados com CTMs preparadas. Na membrana
sinovial, ambos os tratamentos com CTMs diminuiram a
expressao de MMP-13 da matriz e as CTMs preparadas
também reduziu o TNFa e IL-1p.

CTMs combinadas com PRP resultou em claudicagao e efusao
reduzida; melhora na viscosidade do fluido sinovial; redugdo
na severidade das linhas de desgaste; diminuic¢ao da hiperemia
sinovial; aumento na quantidade de GAGs, COMP e colageno
tipo II.

Ambas terapias combinadas de PRP ¢ CTMs (induzidos por
condrogénicos ou ndo), melhoraram significativamente os
escores de evolugdo clinica precoce e tardia, melhorando em
geral a clinica na funcionalidade e sustentabilidade das
articulagoes.

Eutanasia dos animais.

Eutanasia dos animais.

O tratamento sustentou-se até
12 meses apos o tratamento.
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Broeckx et
al. (2014b)

Broeckx et
al. (2019b)

Colbath et
al. (2019b)

Delco et
al. (2020)

Ferris et
al. (2014)

Avaliacdo articular (inchago, calor, hipersensibilidade),
exame visual da claudicacdo (pontuada através da AAEP) e
observacdo de efeitos adversos ou reagdes de
hipersensibilidade (formagdo de pépulas, sudorese, aumento
da FR, e febre).

Exames clinicos (medicdo da T°, FR, FC e exame geral do
corpo), avaliagdo visual da claudicag@o (usando o sistema de
pontuacdo AAEP) e avaliagdo articular (respostas ao teste de
flexao e efusdo articular).

Citologia, bioquimica de fluidos sinoviais, exames fisicos,
avaliacdo articular (circunferéncia, efusdo, calor) e exame de
claudicagdo (baseado no sistema de pontuacdo AAEP).

Citologia e bioquimica de fluidos sinoviais, imagem (RM,
Raio x e artroscopia) e exame post-mortem (histologia, e
imuno-histoquimica) da cartilagem.

Questionamentos aos proprietarios sobre o nivel anterior de
desempenho, claudicagdo antes do tratamento (baseado na
escala AAEP), claudicacdo atual, desempenho atual e efeitos
colaterais ao tratamento.

Melhores resultados clinicos gerais no grupo de CTMs
induzido por condrogénicos mas sem diferenga estatistica.

Melhoria clinica (diminui¢ao nos escores de claudicagdo, uma
diminuicdo na resposta a flexdo e uma diminui¢cdo na efusdo
articular) além da secre¢ao nasal, nenhum evento adverso foi
observado.

Nao foi detectada diferenga entre os grupos de tratamento
autologo e alogénico em relagdo aos parametros clinicos e
citologicos observados. Os tratamentos autélogos e alogénicos
ndo resultaram em uma melhoria nos resultados clinicos ou
citologicos.

Menos fibrilacdo da cartilagem e menos esclerose Ossea
subcondral aos 6 meses apds a indugao da lesdo. Concentragdo
de PGE2 aumentada nos grupos tratados com CTMs.

Melhoria na capacidade de retornar ao trabalho em 76% dos
animais.

A curto prazo (6 meses) 45%
(CTMs nativas) e 60% (CTMs
induzidas por condrogénicos)
retornaram ao trabalho,
aumentou ainda mais apés 18
meses (78% para as CTMs
nativas ¢ 86% para as
induzidas por condrogénicos).
O efeito do tratamento
sustentou-se um ano apds seu
término. 37% dos cavalos
estavam trabalhando em nivel
de treinamento, em
comparagdo com 8% dos
cavalos tratados com placebo.
Além disso, 47% dos cavalos
tratados com controle-placebo
retornaram ao nivel anterior de
trabalho, em compara¢do com
nenhum dos cavalos tratados
com placebo.

Nao foi descrito pelo estudo

Eutanasia dos animais

43% dos cavalos retornaram ao
nivel anterior de trabalho, 33%
retornaram ao trabalho e 24%
nao retornaram ao trabalho.
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Frisbie et
al. (2009)

Korchunjit
et al.
(2018)

Magri et
al. (2019)

Marinas-
Pardo et
al. (2018)

Mcllwraith
et al.
(2011)

Avaliagdo articular (efusdo, dor, amplitude do movimento),
radiografica, citologica e bioquimica do fluido sinovial,
exame  post-mortem  (histoloégicos, bioquimicos e
histoquimicos).

Exame de claudicacdo (baseado no sistema de pontuacdo
AAEP), avaliagdo articular (dor, efusdo sinovial, resposta a
flexdo e amplitude do movimento articular), exames
radiograficos e analise citoldgica e bioquimica do fluido
sinovial.

Avaliagdo da claudicacdo e articulagdo (palpagéo e flexao da
art.) e exames radiograficos.

Avaliacgdo clinica dos escores de claudicacao.

Avaliagdo articular (dor, efusdo sinovial, resposta a flexdo e
amplitude de movimento articular) e exame de claudicagao
(baseados no sistema de pontuacdo AAEP), exames de
imagem (radiografia, artroscopia, RM) e exames post-mortem
(histoloégicos - da membrana e cartilagem articular;,
histomorfométricos, imunohistoquimicos e bioquimicos da
cartilagem articular).

Nenhum efeito adverso. Uma administragdo da FVE foi
associada ao aumento da concentra¢cdo de TNFa no liquido
sinovial. CTMs reduziu o nivel sinovial de PGE;. Ndo foram
observados efeitos significativos nas avaliagdes brutas e
histologicas da cartilagem articular, bem como a membrana
sinovial.

O grupo de tratamento com CTMs apresentou melhora no
escore do exame fisico (grau de dor, resposta de dor a flexdo,
menor grau de claudicagio) e desempenho nas corridas, menor
formagdo de osteofitos e células mononucleares no liquido
sinovial. Nenhum efeito adverso encontrado.

Apresentou baixos riscos de efeitos adversos; melhora nos
escores de claudicagdo, testes de flexdo e efusao articular nos
dois grupos. Nao houve diferenga nos beneficios clinicos na
administracdo [A repetida comparado a uma Unica inje¢ao.

Reduziu efetivamente a claudicagdo em um periodo de 90 dias
no grupo Horse Allo.

Avaliagdo bruta e artroscopica revelou um aumento
significativo na firmeza do tecido reparador nas articulagoes
tratadas com BMSCs. A analise imuno-histoquimica mostrou
niveis significativamente maiores de agrecan. Nao houve
evidéncia de melhoras clinicas e histologicas significativas.

Eutanasia dos animais.

Todos os cavalos no grupo de
tratamento com CTMs
poderiam retornar as corridas
sem efeitos colaterais e sofrer
nova lesdo  durante a
observacdo de um ano. Um
cavalo mostrou excelente
desempenho depois de voltar
ao vencer trés corridas. Para o

grupo de tratamento
convencional, trés dos cinco
cavalos ndo conseguiram

retornar as corridas devido a
uma nova lesdo na articulacdo
do carpo.

5 cavalos retornaram ao nivel
de trabalho pretendido, 8 a
niveis mais baixos e 9
permaneceram claudicantes.

Nao foi descrito pelo estudo

Eutanasia dos animais.
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A bidpsia histologica em 30 dias mostrou que os defeitos

implantados continham tecido fibroso aumentado com varios

defeitos com predominancia de coldgeno tipo II. A longo prazo

(8 meses), as lesdes provocadas estavam preenchidas com

tecido de reparo no grupo tratado com CTMs e de controle, mas

sem diferenga estatistica. Entretanto, isso nao foi sustentado Eutanasia dos animais.
durante ao longo do estudo de 8 meses. Ambos os grupos, o

conteudo de colageno e proteoglicanos foram semelhantes.

Melhoraram na resposta cicatricial precoce, mas ndo houve

melhora significativamente na aparéncia histologica ou

composicao bioquimica da cartilagem.

AAEP: American Association of Equine Practitioners; COMP: proteina oligomérica da matriz da cartilagem; CTMs: células tronco mesenquimais; FC: frequéncia cardiaca; FR: frequéncia

Citologia e bioquimica do fluido sinovial, avaliacdo
Wilke et artroscopica e exames post-mortem  (macroscopico,
al. (2007) histolégico, imuno-histoquimico, hibridizacdo in situ do
colageno tipo II e ensaios bioquimicos matriciais).

respiratorio; FVE: fracao vascular estromal; GAGs: glicosaminoglicanos; IA: intra-articular; IL-1B: interleucina 1 beta; MMP-13: colagenase - 13; PGEz: prostaglandina Ez; PRP: plasma rico

em plaquetas; RM: ressonancia magnética; T°: temperatura; TNFa: fator de necrose tumoral alfa; US: ultrassonografia.
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