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RESUMO

O Estégio Supervisionado Obrigatdrio faz parte da grade curricular de conclusdo do curso de
Medicina Veterinaria na Universidade Federal Rural de Pernambuco. O discente concluiu sua
carga horéria total de 420 horas, no périodo de 09 de setembro a 29 de novembro. O ESO foi
realizado em duas fases: A primeira na Medical Assistence and Instelment for Sporthorses
Veterinary Team no municipio de Sdo Paulo — SP, que presta assisténcia médica desportiva
domiciliar a mais de 250 cavalos atletas. J& a segunda fase foi realizada no Equine Hospital de
Bosdreef, no municipio de Moerbeke-Waas — Bélgica, que tem como principal publico alvo
equinos de alto rendimento esportivo. O objetivo do estdgio foi adquirir conhecimento
técnico-cientifico sobre a clinica cirdrgica de equinos através do acompanhamento de diversos
casos em ambas as instituicbes. Durante a primeira etapa do ESO, realizou-se visitas
domiciliares para acompanhar o desempenho, performance atlética e estado de saude dos
cavalos. Na segunda etapa, foram realizados procedimentos nas areas de ortopedia,
neurologia, clinica médica e cirtrgica e diagndstico por imagem. Este relatorio descreve as
atividades desenvolvidas no ESO em dois capitulos. O primeiro descreve o relato das acoes
desenvolvidas no estagio, e o segundo apresenta uma revisao de literatura sobre terapias
celulares em lesGes articulares, tendineas e ligamentares de equinos.

Palavras-chave: Cavalo Atleta; Clinica Cirargica; Sistema Locomotor.



ABSTRACT

The Mandatory Supervised Internship is part of the curriculum of completion of the
course of Veterinary Medicine at the Federal Rural University of Pernambuco. The student
completed his total workload of 420 hours in the period from September 9 to November 29.
The ESO was carried out in two phases: The first at the Medical Assistance and Instelment for
Sporthorses Veterinary Team in the city of Sdo Paulo - SP, which provides home sports
medical care to more than 250 horse athletes. The second phase was held at the Equine
Hospital of Bosdreef, in the municipality of Moerbeke-Waas - Belgium, which has as its main
target audience high performance horses. The aim of the internship was to acquire technical-
scientific knowledge about the surgical clinic of horses by following several cases in both
institutions. During the first stage of the ESO, home visits were made to monitor the horses'
performance, athletic performance and health status. In the second stage, procedures were
performed in the areas of orthopedics, neurology, medical and surgical clinic and diagnostic
imaging. This report describes ESO's activities in two chapters. The first describes the report
of the actions developed in the internship, and the second presents a literature review on cell
therapies in equine articular, tendon and ligament injuries.

Keywords: athlete horse, locomotor system, surgical clinic
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CAPITULO I - Descricéo do Estagio Supervisionado Obrigatorio

1. INTRODUCAO

O Estéagio Supervisionado Obrigatério é uma disciplina pertencente a grade curricular
do Curso de Medicina Veterinaria da UFRPE/Sede, com carga horaria total de 420 horas,
podendo ser realizada nas dependéncias da Universidade ou fora dela. Durante o periodo de
09 de setembro a 29 de novembro, o referido estagio foi realizado pelo discente Augusto
César Souza de Hollanda Cavalcanti, regularmente matriculado no curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). O ESO foi dividido em
duas fases: a primeira fase na empresa Medical Assistence and Instelment for Sporthorses
Veterinary Team, perfazendo uma carga horaria de 340 horas, no municipio de S&o Paulo —
SP. A segunda fase foi realizada nas dependéncias do Equine Hospital de Bosdreef, no
municipio de Moerbeke-Waas — Bélgica. Todo o ESO sob a orientagdo do professor Dr.
Edvaldo Lopes de Almeida, e supervisdo dos médicos veterinarios Dr. Marcello Servos e Dr.
Hans Wilderjans, respectivamente.

Em ambas as fases do estagio a area de atuacdo concentrou-se na clinica cirdrgica de
equinos (medicina desportiva), sendo possivel acompanhar varios casos em ambas as fases
comparando protocolos de atendimento desenvolvidos no estado de Sdo Paulo — Brasil, com
0s protocolos acompanhados na Bélgica. Proporcionando uma ampla visdo clinica cirdrgica
ao discente.

Esse estagio teve como objetivo a conclusdo de curso de Medicina Veterinéria, ao
mesmo tempo em que pode proporcionar ao discente o conhecimento técnico cientifico sobre
a clinica cirdrgica de equinos, acompanhando e auxiliando diversos casos em ambas as

instituicoes.
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2. DESCRICAO DOS LOCAIS DE ESTAGIO

2.1 Medical Assistence and Instelment for Sporthorses Veterinary Team

A M.A.L.S Veterinary Team é um time de cinco médicos veterinarios que tem escritorio
localizado no Clube Hipico de Santo Amaro — S8o Paulo/SP. O grupo presta assisténcia
médica veterinaria domiciliar a mais de 250 cavalos atletas de hipismo cléssico e
adestramento.

A empresa é responsavel por fazer o acompanhamento clinico desportivo, exames de
imagem, exames laboratoriais, protocolos nutricionais, reabilitacdo, procedimentos

fisioterapicos, cirurgias ortopédicas e assisténcia em competicoes.

2.2 Equine Hospital de Bosdreef

O Equine Hospital de Bosdreef fica localizado no municipio de Moerbeke-Waas na
Bélgica. Recebe equinos de todo o mundo e tem seu principal publico alvo os cavalos atletas.
A estrutura do hospital dispde de modernos equipamento de diagnostico por imagem, como:
ressonancia magnética nuclear, cintilografia 6ssea, raio x digital, ultrassom, endoscépia. Além
de um completo centro cirirgico com aparelhos anestésicos com ventilagdo mecanica,

laparoscopio e salas de preparacdo anestésica e recuperacdo anestésica.

O hospital dispunha de cinquenta baias, sendo vinte disponibilizadas para UTI, quinze
para animais em espera da realizacdo de exames e quinze baias para 0s animais que estdo
aguardando procedimento cirdrgico. O estabelecimento possuia uma raia de trote, um
redondel e um picadeiro coberto para realizacdo de avaliagdo de sistema locomotor, e ainda
um laboratério para analises sanguineas, um consultério destinado para testes ortopédicos e

trés salas para diagndstico por imagem.
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3. ATIVIDADES REALIZADAS

Durante a primeira etapa do ESO, foram realizadas visitas domiciliares afim de
acompanhar o estado de satde dos cavalos atletas. Na segunda etapa, 0s procedimentos eram
realizados apenas nas instalacGes do hospital, que atuava nas areas de ortopedia, neurologia,
clinica médica e cirurgica e diagnostico por imagem. No quadro 1 estd descrita a relacdo do

namero de procedimentos realizados em cada etapa.

Quadro 1. Nimero de procedimentos por area, realizados durante o periodo do ESO na M.A.L.S Veterinary

Team e no Equine Hospital de Bosdreef, 2019.

PROCEDIMENTOS LOCAIS DE ESTAGIO
P EQUINE HOSPITAL DE

DIAGNOSTICO POR IMAGEM M.A.l.SVET TEAM BOSDREEF

Raio X 45 27

Ultrassonografia 39 14

Cintilografia - 1

Endoscopia - 2

Ressondncia Magnética Nuclear - 1
FISIOTERAPIA

Shock Wave 15 3

Placa Magnética 35 -

Campo Magnético 27 -

Ultrassom Terapéutico 12 -

Laser 5 -
ODONTOLOGIA

Correcdo de pontas de esmalte 5 -
MEDICINA REGENERATIVA

PRP 16 2

IRAP 1 -

Acido Hialurénico 1A 22 4
CIRURGIA

Neurectomia 2 1

Tenoscopia - 8

Artroscopia - 12

Orquiectomia - 1
CLINICA MEDICA

Avaliacdo do sistema locomotor 220 56

Exame Clinico 65 197

Eutandsia 1 -
OUTROS

Acompanhamento dos pacientes em 5 -

concursos hipicos

Fonte: Autor (2019)
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4. DISCUSSAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Com a realizagdo do ESO, foi possivel proporcionar ao discente a oportunidade
de acompanhar duas visdes de um cenario em comum, que € 0 mundo esportivo dos
equinos.

Na primeira etapa realizada em Sao Paulo, o objetivo principal da M.A.I.S
Veterinary Team liderado pelo Dr. Marcello Servos, era garantir a performance dos
pacientes nas principais competicdes de hipismo classico e adestramento do pais.
Para isso se fazia necessaria uma rotina de acompanhamento domiciliar semanal do
estado de saude dos animais, levando em consideracdo todos o0s parametros
fisiol6gicos e biomecanicos. Além disso, realizou-se a reabilitacdo e prevencdo de
lesBes, através de métodos fisioterapicos e clinicos. A equipe prestava assisténcia aos
pacientes durante os concursos hipicos, afim de preservar sua performance durante o
evento e corrigir qualquer situacdo patoldgica com rapidez e eficacia.

Na segunda etapa, realizada na Bélgica, o discente permaneceu quinze dias
interno no Equine Hospital de Bosdreef acompanhando a rotina de exames,
emergéncias, avaliac6es clinicas e procedimentos cirurgicos. Embora o publico alvo
fosse 0 mesmo, o principal objetivo da instituicdo baseava-se é a cura clinica e
garantia do bem-estar animal. Para isto, contava-se com os métodos diagndsticos de
alta tecnologia dos que a ciéncia médica oferece, além de protocolos terapéuticos
assertivos e exceléncia na conducdo dos casos. Semanalmente eram realizadas duas
reunides clinicas com toda equipe medica para discutir cada caso e abordar 0s
préximos passos dos tratamentos.

A rotina do hospital iniciava as 07:30 horas, com a avaliacdo clinica dos
parametros fisioldgicos de todos os animais internados e administracdo de
medicamentos orais e endovenosos. Apos esse momento o discente poderia escolher
a area do hospital que desejava acompanhar, variando a cada dia entre diagndstico
por imagem, cirurgia, consultas ortopédicas, neuroldgicas e cardiologicas, medicina
regenerativa, anestesia e laboratério.

A principal diferenca entre as experiéncias vividas em S&o Paulo e na Bélgica
consistiu no modo de vida natural de encarar as situacdes de forma corretiva ou
preventiva. Foi possivel perceber uma maior preocupacdo em sempre adotar medidas
preventivas, as quais foram assertivas do ponto de vista clinico e do bem-estar

animal.
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Durante a realizacdo do estagio foram acompanhados/atendidos 253 equinos
em S&o Paulo e 102 animais na Bélgica. Quanto a casuistica dos dois locais tem-se
afeccBes do sistema musculo esquelético com valores semelhantes, visto que a
pratica esportiva € comum nos dois locais trabalhados. Sendo esta prética esportiva
bastante lesiva as estruturas locomotoras.

Entretanto, ha uma diferenca significativa na prevaléncia das afeccOes
digestivas comparando os dois locais. Dos 253 casos atendidos em S&o Paulo, 71
(28,06%) apresentavam afecgdes no sistema musculoesquelético. Enquanto que, na
Bélgica dos 103 casos acompanhados, 25,24% eram de afec¢des musculo
esqueléticas. Em relacdo ao sistema digestivo 18,97% dos casos atendidos estavam
relacionados a este sistema. E na Bélgica apenas 3,88 % dos casos acompanhados
estavam relacionados a afeccdes do sistema digestivo (gréafico 1).

Neste sentido é possivel sugerir que o manejo nutricional preventivo a base
de fibras (eram ofertadas aos animais fibras pelletizadas de alta qualidade) , praticado
pelos proprietarios dos pacientes atendidos no Equine Hospital de Bosdreef —
Bélgica, evidencia o baixo nimero dos casos de cdlicas acompanhados no referido
Pais, corroborando com Gobesso (2018), que afirma que o fornecimento abundante
de volumoso de qualidade (capim cortado, fenos, boa pastagem) é essencial para o
funcionamento normal do aparelho digestivo do eqlino, e, portanto evita o

surgimento de colicas.

Gréfico 1 — Percentual de AfeccGes Musculoesqueléticas e digestivas acompanhadas na M.A.l.S VET

Team e no Equine Hospital de Bosdreef, 2019.
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Fonte: Autor (2019).

15



CAPITULO Il - TERAPIA CELULAR EM LESOES ARTICULARES, TENDINEAS E
LIGAMENTARES DE EQUINOS — REVISAO DE LITERATURA
RESUMO

Os equinos tém papel importante para a humanidade. Sendo utilizados para transporte de
cargas, na agricultura, como instrumento de guerra, em esportes e equoterapia. O terceiro
maior rebanho é o do Brasil que movimenta cerca de 16,5 bilhdes de reais por ano. A
intensificacdo do uso destes animais acarretou um aumento das afeccdes do sistema
locomotor, que limitam o desempenho atlético, além de causar dano ao bem-estar animal e
grandes perdas econdmicas. Dessa forma tem-se buscado alternativas terapéuticas visando
otimizar a cura e minimizar as sequelas nos animais. Uma delas é o uso do plasma rico em
plaquetas, derivado do sangue total e fonte autdgena de fatores de crescimento, que através de
sua acdo quimiotatica, mitogénica e neovascular, irdo atuar no processo de reparacdo tecidual.
Os fatores de crescimento contidos nos granulos plaquetarios do PRP aceleram a cicatrizacéo
e remodelacdo tecidual, por meio da deposicdo da matriz extracelular. O uso terapéutico do
PRP obteve 6timos resultados no tratamento de osteoartrite, lesbes condrais e consequente
diminuicdo no grau de claudicacdo. O uso terapeutico da IRAP também pode ser utilizado
como tratamento alternativo. A interleucina — 1 é uma citocina produzida e liberada por
células do sistema imune, que age como mediadora dos processos inflamatorios articulares
induzindo a sintese de uma variedade de outros mediadores do processo degenerativo e
inflamatdrio. A IRAP se liga aos receptores de IL-1 bloqueando a cascata inflamatdria. Uma
terceira opcao terapéutica sdo as células tronco que consistem em um tipo celular capaz de se
diferenciar em outros tipos celulares dependendo da situacdo e necessidade. Existem dois
tipos de CTS na medula dssea, as mesenquimais, que também podem ser encontradas no
tecido adiposo, e sdo responsaveis por se diferenciar em condrdcitos, tendcitos, adipécitos,
fibroblastos e miofibroblastos, através de estimulo direcionado e hematopoiéticas, as quais, se
diferenciam em células sanguineas da série branca e vermelha. Diante do exposto, este
trabalho objetiva explanar sobre alternativas terapéuticas mais utilizadas no processo de
reabilitacdo funcional dos tecidos moles presentes no aparelho locomotor dos equinos, por
meio desta reviséo de literatura.

Palavras-chave: Células Tronco; IRAP; PRP.
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ABSTRACT

Horses play an important role for humanity. Being used for cargo transportation, in
agriculture, as an instrument of war, in sports and horse therapy. The third largest herd is that
of Brazil that moves around 16.5 billion reais per year. The intensification of the use of these
animals led to an increase in the locomotor system disorders, which limit athletic
performance, as well as damage to animal welfare and large economic losses. Thus,
therapeutic alternatives have been sought to optimize cure and minimize sequelae in animals.
One is the use of platelet-rich plasma derived from whole blood and an autogenous source of
growth factors, which through its chemotactic, mitogenic and neovascular action, will act in
the tissue repair process. Growth factors contained in PRP platelet granules accelerate healing
and tissue remodeling through deposition of the extracellular matrix. The therapeutic use of
PRP obtained excellent results in the treatment of osteoarthritis, chondral lesions and
consequent decrease in the degree of lameness. Therapeutic use of IRAP may also be used as
an alternative treatment. Interleukin - 1 is a cytokine produced and released by cells of the
immune system that acts as a mediator of joint inflammatory processes by inducing the
synthesis of a variety of other mediators of the degenerative and inflammatory process. IRAP
binds to IL-1 receptors blocking the inflammatory cascade. A third therapeutic option is stem
cells that consist of a cell type that can differentiate into other cell types depending on the
situation and need. There are two types of bone marrow CTS, the mesenchymal, which can
also be found in adipose tissue, and are responsible for differentiating into chondrocytes,
tenocytes, adipocytes, fibroblasts and myofibroblasts, which are differentiated by stimulation
and hematopoietic. in white and red blood cells. Given the above, this paper aims to explain
about therapeutic alternatives most used in the process of functional rehabilitation of soft
tissues present in the equine locomotor system, through this literature review.

Keywords: Stem Cells; IRAP; IRAP.
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INTRODUCAO

A espécie equina tem papel fundamental na evolugdo da humanidade. A através dela foi
possivel realizar o transporte de cargas e pessoas, além de servir como instrumento de
desbravacdo de novos territérios e arma de guerra. Com o0 passar dos tempos as
funcionalidades dos cavalos s6 tem aumentado. Os equinos séo utilizados na agricultura, pelas
forcas armadas, em esportes e até mesmo no tratamento de algumas deficiéncias humanas
através da equoterapia. O terceiro maior rebanho do mundo esta no Brasil e 0 negdcio que
envolve o cavalo movimenta cerca de 16,5 bilhdes de reais por ano, sendo assim uma
importante atividade na geracdo de empregos diretos e indiretos (USP ESALQ, 2019).

De acordo com Santos (2012), a intensificacdo do uso dos equinos de forma difusa
gerou um aumento nas afeccdes do sistema locomotor, visto que as estruturas anatbmicas nao
foram projetadas para suportar determinadas situagdes, as quais, sdo submetidos. Lesdes
musculoesqueléticas limitam o desempenho atlético funcional dos animais, acarretando em
grandes perdas econdmicas devido a longos periodos de recuperacdo e reabilitacdo para a
pratica esportiva. Dessa forma, a busca por alternativas terapéuticas capazes otimizar o
processo de cura e minimizacdo de sequelas, tem estado em evidéncia nos ultimos anos.

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma terapia de fonte autdgena de plaquetas, as
quais sdo responsaveis por liberar fatores de crescimento no interior da lesdo, fazem o
recrutamento de células-tronco regionais e assim promover 0 processo de cicatrizacdo e
deposicdo de matriz celular de forma mais réapida e segura. O PRP ¢é obtido através da
centrifugacdo do sangue tem sido utilizado em diversas situagdes que necessitam de um
reparo tecidual (SANTQOS, 2012).

Outra terapia eficaz que se faz presente no cenario de tratamentos das enfermidades
articulares, as quais se ddo pelo esforco repetitivo por longos periodos, € a proteina
antagonista do receptor de interleucina — 1. De acordo com Santos (2012), a IRAP é capaz de
bloquear os mediadores da degeneracdo articular por consequéncia de processo inflamatorio,
controlando assim as vias de anabolismo e catabolismo que regem a homeostase intra —
articular, tendo como principal objetivo a estagnacao do processo degenerativo cartilaginoso.

Raimondo et al. (2006), descreveu as células — tronco como células que possuem a
capacidade de se diferenciar em diversas variedades celulares e assim participar do processo
de reconstrucdo tecidual se auto renovando e promovendo restauracdo da fungdo normal da
estrutura em questdo. Podem ser obtidas e isoladas a partir do tecido adiposo e medula 6ssea

autogena e posteriormente aplicadas nas lesdes.
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Este trabalho tem por objetivo levantar a literatura disponivel e ainda explanar quanto
as alternativas terapéuticas mais utilizadas no processo de cura das enfermidades relacionadas

aos tecidos moles presentes no aparelho locomotor dos equinos.
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2. PLASMA RICO EM PLAQUETEAS - PRP
2.1 Conceito e Origem da utilizacdo PRP

De acordo com Marx et al., (1998), o plasma rico em plaquetas é derivado do sangue
total e consiste em uma fonte autdgena de fatores de crescimento, os quais sdo de fundamental
importancia no processo de reparacdo tecidual atraves da acdo quimiotatica, mitogénica e
neovascular. Recebe o adjetivo “rico” por conter de trés a cinco vezes mais plaquetas
comparado aos niveis fisioldgicos. De acordo com os experimentos in vitro de Schnabel et al.
(2007), utilizando fragmentos do TFDS de equinos constataram eficdcia do PRP quanto a
regeneracdo tecitdual, com concentracdo média de 395.000 plaquetas uL , porém para
Anitua et al. (2004), as concentracdes acima de 300.000 plaquetas L * foram suficientes.

Para Declair et al., (1999), os fatores de crescimento contidos nos granulos
plaquetarios sdo os responsaveis pela capacidade do PRP de acelerar a cicatrizacdo e
remodelacgdo tecidual, através da promocédo de deposicdo da matriz extracelular e estimulo a
quimiotaxia local.

Em meados das décadas de 70 e 80, época em que os fatores de crescimento foram
descobertos, como os alfa-granulos plaquetérios, as terapias envolvendo plaguetas comegaram
a ser evidenciadas por promover anabolismo em diversas situacdes de reparagéo tecidual. Em
se tratando do uso isolado dos fatores de crescimento os resultados ndo foram satisfatérios,
visto que a aceleracdo no processo cicatricial acontecia apenas quando as plaquetas lisadas
eram utilizadas (KAPLAN et al. 1979).

O PRP foi utilizado de forma clinica pela primeira vez por Marx et al. (1998), para
promover o preenchimento de falhas 6sseas em humanos, apresentando melhora consideravel
na densidade do osso tanto do ponto de vista radioldgico, como histolégico. Atualmente essa
terapia tem sido amplamente utilizada em atletas humanos e equinos de alto rendimento, os

quais estdo mais propicios as afec¢oes tendineas e ligamentares (WASELAU et al., 2008).

2.2 Composicgéo Plasmatica

2.2.1 Plaquetas

De acordo com Handin et al., (1995), as plaquetas tém origem na medula 6ssea como
produto celular dos megacaridcitos. Consistem em fragmentos de formato discoide
anucleados que tem como principal funcdo a coagulacéo sanguinea, porém também atuam na
neoformacéo epitelial e processo cicatricial de feridas. Permanecem viaveis na circulacdo por

dez dias e atingem niveis entre 100.000 e 350.000 plaquetas. uL. ** nos equinos.
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2.2.2 Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento (FC) sdo peptideos responsaveis pela sinalizacao, através da
mediacdo por receptores de superficie das células proprias do tecido alvo, que determina a
especificidade de acdo celular e seus mecanismos de proliferagdo ou inibi¢cdo a depender da
situacdo. Apresentam o principio da sinalizagdo como meio para promover quimiotaxia
regional, diferenciacdo celular, proliferacdo das células proprias do tecido em questéo,
neovascularizacdo e deposicdo de matriz extracelular (EVERTS et al., 2006).

De acordo com Carmona (2006), os fatores de crescimento mais comumente liberados
sdo: FC do tecido conjuntivo (CTGF), FC vascular endotelial (VEGF), FC epidermal (EGF),
FC fibroblastico (FGF), FC semelhante a insulina | (IGF-1), FC de transformacéo beta (TGF-
B).

2.2.3 Células sanguineas vermelhas e brancas

Os gldbulos vermelhos séo células que transportam a hemoglobina sdo responsaveis
por carregar o oxigénio dos pulmdes para os tecidos e também quanto a retirada do didxido de
carbono que serdo eliminados pelos pulmdes. Os glébulos brancos sdo leucdcitos
responsaveis por promover imunidade aos organismos contra agentes infecciosos como virus,
bactérias e substancias estranhas. Os leucdcitos sdo produzidos na medula 6ssea. No plasma
sdo encontrados além de residuos de leucdcitos e eritrocitos, dgua e sais minerais (TEXTOR,
2011).

2.2.4 Proteinas Plasmaticas

As principais proteinas plasmaticas sdo: albumina, imunoglobulina, fibrinogénio e
alfa 1- antitripsina. Responsaveis pelo transporte de lipidios, hormonios, vitaminas e minerais

na atividade e no funcionamento do sistema imunolégico (TEXTOR, 2011).

2.3 Ativacdo Plaquetéria

Para que as plaquetas possam liberar de forma eficiente os FC, precisam passar pelo
processo de ativagdo plaquetaria que consiste na interagdo dos ativadores agonistas, como:
gluconato de calcio, cloreto de célcio, trombina autéloga e grupamento amina, com 0S
receptores de membrana exteriorizados nas plaquetas. Sendo assim, apos a estimulacdo pela
acdo de substancias ativadoras, a superficie das plaquetas assumem formato de pseudopodos,
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0s quais serdo responsaveis pela agregacdo plaquetaria e liberacdo dos FC através do
mecanismo de exocitose (HOFFBRAND et al., 2004).

Segundo Maia (2008), a ativacdo plaquetaria deve acontecer momentos antes da
aplicacdo terapéutica, visto que entre dez minutos e a primeira hora apos a ativacéo, 100 %
dos FC foram liberados. Garantindo dessa forma uma concentracdo ideal para promover a
recuperacdo tecidual no local da lesdo.

De acordo com os estudos de Tablin et al., (2008), outro método simples, eficaz e de
baixo custo para ativacdo plaquetaria consiste na utilizagdo do frio. O congelamento do
plasma rico em plaquetas provoca a lise das plaquetas fazendo com que os FC sejam
liberados. Embora esse protocolo de ativacdo cause atraso no processo de preparacdo, pode
ser facilmente acelerado através do uso de nitrogénio liquido e descongelamento em banho
maria. Além de ser um método acessivel e de certa forma rapido, é uma maneira de poder
armazenar para utilizacdo futura. Ainda segundo Tablin et al. (2008), a quantidade de FC
liberados apds o congelamento é equivalente ao de FC liberados por meio de ativacdo por

substancias quimicas agonistas.

2.4 Protocolos de Obtencéo do PRP

A principio o PRP era obtido através de maquinas de plasmaférese e a trombina
bovina era utilizada como ativador plaquetério. Esta técnica € a mais segura com baixo risco
de contaminacgdo bacteriana, por outro lado necessita de grande volume de sangue, em torno
de 450 ml, equipamento especifico, além de equipe treinada e experiente para fazer o preparo
do hemoderivado (WEIBRICH et al., 2002). Porém sempre foi de interesse que a obtenc¢éo do
PRP pudesse ser mais simples, rapida e de baixo custo a fim de otimizar a dindmica clinica.
Dessa forma uma série de protocolos foram criados utilizando apenas centrifugas comuns,
reduzindo os custos de forma consideravel (EFEOGLU et al. 2004).

De acordo com Weibrich et al. (2003), a tecnica manual pela utilizacdo de centrifugas
comuns para obtencdo do PRP, tem sido amplamente utilizada nas clinicas de equinos devido
ao seu baixo custo, resultados terapéuticos satisfatorios e baixa concentracdo de leucocitos
presentes no hemoderivado, uma vez que a presenca dessa classe celular é indesejavel por
liberar citocinas pro inflamatorias. Porém requer rigoroso procedimento de assepsia
objetivando evitar a contaminacdo bacteriana.

Em se tratando do uso da centrifuga, diversos estudos foram realizados com o

principal objetivo de encontrar um protocolo ideal que reunisse a maior quantidade de
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parametros desejaveis, como: maior concentracdo plaquetaria, menor concentracao
leucocitaria, fator de crescimento TGF-f viaveis. Dessa forma Nagata et al. (2010) conseguiu
verificar que os protocolos com dupla centrifugacdo geram concentragfes plaquetarias
maiores do que protocolos que utilizam apenas uma centrifugacdo. Por diferenca de densidade
a primeira centrifugacdo faz a separagédo da série vermelha e branca das plaquetas. A segunda
centrifugacdo ficara responsavel pela separacdo do PPP (plasma pobre em plaquetas), mais
superficial, do PRP que estara localizado logo acima do pellet das células vermelhas e
brancas (FOSTER et al. 2009).

Trindade — Suedam et al. (2007), consideraram o citrato de sédio como anticoagulante
ideal por possuir capacidade de proteger a arquitetura molecular da membrana plaquetaria.
Em relacdo ao critério de contagem de plaquetas o método manual € mais fiel a realidade por
fazer a contagem individualizada. Diferindo do método automatico que identifica agregados
plaquetarios e pode os considerar como uma unidade, causando uma possivel divergéncia do
real namero (MARX, 2000).

A forga centrifuga relativa (g) ideal foi avaliada por Ferraz et al. (2007), o quais,
constataram que forcas altas lesavam as plaquetas alterando sua arquitetura morfoldgica,
porém formavam um pellet com leucdcitos mais aderidos deixando assim o plasma com
baixos niveis de células brancas. Quando forcas menores foram aplicadas as plagquetas se
apresentaram com morfologia intacta, porém um plasma com maior concentracao
leucocitaria. Os niveis de plaquetas, viaveis no plasma foi melhor observado com 10 minutos
de centrifugacdo, segundo Rutkowski et al. (2008).

Com base nos estudos realizados, Carmona et al. (2009) propde um protocolo cujo
resultado se aproxima ao maximo dos parametros desejaveis, utilizando centrifugacao dupla, a
primeira aplica uma forca de 300 g no tempo de 10 minutos e a segunda 5000 g durante 5

minutos, considerando uma amostra de 25 ml de sangue.
2.5 Administracdo do PRP
A administracdo do PRP é feita sob todos os principios de antissepsia quimica no local
da aplicacdo, com o animal sob efeito sedativo. Deve-se utilizar luvas estéreis para fazer a

injecdo intra-lesional percutdnea sempre sendo guiada por imagem ultrassonografica
(TEXTOR, 2011).
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2.6 AplicagOes em Medicina Equina

O uso terapéutico do PRP obteve 6timos resultados no tratamento de osteoartrite em
um grupo de sete equinos. Apos trés injecdes de PRP intra-articular, obedecendo um intervalo
de duas semanas entre as aplicacfes, foi observado diminuicdo significativa do liquido
sinovial e melhora clinica na avaliacdo do sistema locomotor por diminui¢cdo no grau de
claudicacdo (CARMONA et al., 2007).

Lesdes condrais foram induzidas experimentalmente por Yamada et al., (2011) em
equinos e tratadas com aplicacdo de PRP. Foi observado preenchimento completo por tecido
cicatricial bem aderido ao tecido limitante da lesdo.

Também foi observado por Argueles et al., (2005) diminuicdo do grau de claudicacao
ao exame clinico e melhora no aspecto da imagem ultrassonografica de tenddes e ligamentos
de um grupo de sete animais apresentando diferentes idades, sexo e ragas. Assim como Maia
(2008), que induziu o processo inflamatério no tendao flexor digital superficial em seis
cavalos sadios e em seguida os tratou utilizando o PRP. Podendo observar melhora

consideravel na reorganizacao tecidual e preenchimento de matriz tendinea no local da lesdo.
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3. PROTEINA ANTAGONISTA DO RECEPTOR DE INTERLEUCINA -1

3.1 Origem da IRAP

A Proteina Antagonista do Receptor de Interleucina — 1 - IRAP foi isolada pela
primeira vez em 1986 por Balavoine e sua equipe que constataram alta capacidade de
participar do processo de inibicdo de mediadores inflamatdrios, como a prostaglandina
(PGEZ2), assim como de enzimas que participam do processo de degeneracgéo tecidual, como a
colagenase. Essa proteina antagonista tem origem nos mondcitos e macrofagos, que também
participam do processo de auto-regulacéo inflamatéria.

Visto que a interleucina — 1 é uma das principais citocinas mediadoras dos processos
inflamatorios articulares, a IRAP é capaz de se ligar aos receptores de IL-1 sob mecanismo
especifico. Dessa forma a cascata inflamatdria serd bloqueada, gerando potente efeito anti-
inflamatdrio. Tal caracteristica estimulou pesquisadores a ampliar o estudo quanto a IRAP,
isolando seu gene para progredir nas descobertas de seus mecanismos de ac¢do. Objetivando
criar protocolos terapéuticos eficientes para as afecgdes que acometem as articulacbes de

equinos atletas e assim prolongar sua vida Gtil no esporte (KATO et al., 1997).

3.2 A Interleucina -1

A interleucina — 1 é uma citocina produzida e liberada por células do sistema imune,
mais especificamente macrofagos e mondcitos em resposta de processo traumatico ou invasao
microbiana. E responsavel por induzir a sintese de uma variedade de proteinas mediadoras de
processo degenerativo e inflamatorio, de acordo com Dinarello (1991).

Segundo May et al. (1990), a proteina IL-1 € capaz de estimular linfécitos, condrécitos
e sinoviocitos a produzir prostaglandina E2. Também inibe a sintese de colageno tipo I,
desejavel para composicdo da matriz cartilagionosa; estimulo da sintese de colageno tipo I,
indesejavel pois é caracteristico dos fibroblastos; alem da inibicdo de sintese de
proteoglicanos (LAURINDO et al., 2007).

A cascata inflamatoria da osteoartrite causada por esforco repetitivo em cavalos
atletas, & mediada principalmente pelas IL-1 que sdo sintetizadas pelos sinoviocitos afetados
(PELLETIER etal., 1997).
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3.3 Antagonista do receptor de interleucina -1 (IL-1ra)

O antagonista do receptor € responsavel por competir especificamente com a IL-1 na
ocupacdo dos receptores de superficie das células, ndo tendo a capacidade de promover
continuidade as etapas do processo inflamatorio. A presenca de um antagonista proprio
revela a existéncia de um mecanismo de autocontrole da resposta inflamatéria, segundo os
estudos de Tweedie, (2009).

3.4 Protocolo de Obtencéo da IRAP

O método de obtencdo da IRAP foi proposto por Textor (2011), e consiste na coleta,
obedecendo todos os principios antissépticos, de 50 ml de sangue total que é adicionado a
recipiente apropriado contendo 200 esferas de vidro de borosilicato com superficie de 22mm?2
e 2,5 mm de diametro. As esferas aumentam a superficie de contato com mondcitos e
macrofagos, os quais, sdo estimulados a liberar IRAP.

A amostra coletada fica incubada por 24 horas a uma temperatura de 37 °C formando o
chamado ACS (soro autélogo condicionado) rico em proteina antagonista de IL-1. O contetido
entdo é centrifugado por 10 minutos a uma forca de 3100 g. As aliquotas que ndo forem ser
utilizadas imediatamente sdo congeladas a -20 °C para serem utilizadas nas aplicacfes futuras

que compdem o tratamento (TEXTOR, 2011).

3.5 Administracéo de IRAP

A administracdo do soro autélogo condicionado rico em IRAP ¢€ realizada seguindo 0s
padrdes de tecnica estéril, com o animal sob efeito sedativo, através de injecGes semanais

intra-articulares de aliquotas de 2 ml durante um més (TEXTOR, 2011).

3.6 Aplicacgdes em Medicina Equina

As indicagcbes musculoesqueléticas para a utilizacdo de IRAP tem sido
amplamente direcionadas para o tratamento de osteoartrite, como também de maneira
preventiva no momento pos cirurgico de artroscopias, devido a sua potente acdo anti-
inflamatoria (TEXTOR, 2011).

A utilizacdo de IRAP pela terapia genetica atualmente é direcionada pelo uso de

ACS em equinos. A transducdo dos fibroblastos sinoviais por um vetor adenovirus que
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carregava o gene da IRAP foi a primeira efetuada in vitro, com consequente producédo de
produtos de IRAP pela transducdo das células em cultura. Apoés isso, o vetor de IRAP foi
introduzido em carpos saudaveis de equinos experimentais para determinar a dose viral
correta e novas concentragdes de IRAP produzidas foram detectadas no liquido sinovial por
28 dias. Entdo, o vetor de IRAP foi liberado para cavalos com osteoartrite inicial, 14 dias
apos a lesdo inicial. Efeitos colaterais significativos ndo foram achados, porém
surpreendentemente, a contagem do numero de leucécitos foi maior em articulacdes
tratados com o vetor viral. Melhoras na claudicacdo, na efusdo sinovial, dimensdo da lesdo
e preservacdo da cartilagem proteoglicana foram relatadas no grupo tratado (TEXTOR,
2011).
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4. CELULAS TRONCO

4.1 Origem das Células Tronco

As células tronco sdo um tipo celular que possui a capacidade de se diferenciar em
outros tipos celulares, a depender da situacdo e necessidade. Seguem uma ordem de
classificacdo que se refere ao seu potencial de desenvolvimento: totipotentes, se diferenciam
em todos os tipos celulares; pluripotentes, pode se diferenciar em tecidos embrionarios exceto
placenta e anexos embrionarios; oligopotentes, ddo origem a uma restrita variedade celular e
as unipotentes, as quais, se diferenciam em apenas um tipo de célula (RAIMONDO et al.,
2006).

De acordo com os estudos de Presnell et al. (2013), apds o nascimento todas as células
ja estdo diferenciadas e alocadas em suas funcdes, porém durante a vida desse organismo
alguns tecidos irdo precisar de renovacao. Esse fato ocorre devido a presenca das células-
tronco adultas (CTA), ou melhor denominadas por Cookson (2005) como células-tronco
somaticas (CTS).

Existem dois tipos de CTS na medula 0ssea, as células tronco mesenquimais (CTM),
gue também podem ser encontradas no tecido adiposo, e sdo responsaveis por se diferenciar
em condrdécitos, tendcitos, adipdcitos, fibroblastos e miofibroblastos, através de estimulo
direcionado (SMITH e WEBBON, 2005). O outro tipo de CTS sdo as células tronco
hematopoiéticas, as quais, se diferenciam em células sanguineas da série branca e vermelha,
segundo Grove et al. (2004).

A primeira vez que um estudo foi direcionado quanto a utilizacdo e aplicabilidade das
celulas tronco foi em 1998 na universidade de Wisconsin — EUA, pelo professor James A.

Thomsom.

4.2 Protocolo de Obtenc&o de Células Tronco - Medula Ossea

A medula 6ssea € responsavel pela producdo de eritrocitos, plaquetas, granuildcitos,
monocitos e linfocitos. A quantidade de CTMs na MO é baixa, dessa forma essa quantidade
diminuida pode ser melhorada a partir do cultivo in vitro (TAYLOR SE, 2011).

A coleta da MO acontece através de puncdo aspirativa do 0sso esterno, com previa
sedacdo, além de bloqueio anestésico local. De acordo com Kasashima et al. (2011), o local

ideal para realizar a puncéo é na quinta esternebra.
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A partir dai, o aspirado de MO é acondicionado em solucdo de gradiente de densidade
e as fracdo de células mononucleares é separada por centrifugacéo, e por critério de densidade
ficam localizadas formando um anel celular logo acima do pellet de células vemelhas e
brancas. Apos o procedimento de separacdo, a fragdo mononuclear sdo lavadas e acrescidas a
meio de manutencdo com antibiotico e antimicotico em estufa a 5% de gas carbdnico a uma
temperatura de 37 °C (FONTES AM et al., 2006)

4.3 Protocolo de Obtencéo de Células Tronco — Tecido Adiposo

O tecido adiposo (TA) € uma importante fonte de CTAs. O grupo de células do TA é
composto por fibroblastos, células e progenitores endoteliais, macréfagos, pré adipdcitos,
linfocitos B e T e células musculares lisas. E a populacdo de células tronco constituem em
torno de 3% do total de células nucleadas (DAHLGREN et al., 2009)

A colheita acontece na regido exatamente acima do musculo gluteo dorsal, com o
animal devidamente sedado, tricotomizado, aplicado procedimento de antissepsia e bloqueio
anestésico local em técnica de L invertido. A partir dai o TA é acondicionado em recipiente
proprio contendo solugdo fosfato tamponado e encaminhado para cultivo através de digestdo

enzimatica, para posterior injecdo terapéutica no sitio de interesse (CARVALHO et al., 2011).

4.4 Diferenciacao in vitro das CTMS em linhagens mesenquimais

A diferenciacdo consiste no processo de mudanca da arquitetura morfoldgica e
atividade metabdlica devido a alteracdo na expressdo génica. As CTMs em cultivo com
agentes indutores, como: betaglicerol fosfato, acido ascoérbico, dexametasona e fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), proteina morfogénica déssea se diferenciam em
linhagens Osseas, cartilaginosas, adiposas, musculares, hepaticas, endoteliais, epiteliais e
neurogénicas (TOUPADAKIS et al., 2010).

O cultivo associado a indugédo da diferenciagdo acontece em tubos do tipo Falcon de
15 ml sendo o meio trocado a cada quatro dias, ao final de 25 dias as células tronco estéo
diferenciadas e prontas para serem aplicadas nas lesdes (DE SCHAUWER et al., 2011).
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4.5 Aplicacdo em Tendinopatias e Enfermidades Articulares

As CTMs oriundas da medula 6ssea e do tecido adiposo sdo as mais utilizadas nas
afeccOes tendineas e ligamentares, como também nas enfermidades articulares. Podem ser
aplicadas nas lesdes ap0s o processo de cultivo ou ndo (fragdo mononuclear e fragdo vascular
estromal (DAHLGREN et al., 2009).

A aplicacdo das células-tronco obtidas apos o cultivo deve ser feita somente
apos a delimitacdo da lesdo por exame da imagem ultrassonogréafica. Para as aplicagdes
percutaneas, deve ser feita uma sedagdo no animal utilizando detomidina e butorfanol, além
de um bloqueio anestésico. O transdutor do aparelho de ultrassom deve ser envolvido por
uma embalagem estéril, além de gel estéril. As agulhas deverdo ser introduzidas em um
angulo 45° em relacdo a pele. O material deve ser aplicado em varios pontos, com um
centimetro proximal e distal a lesdo. O procedimento deve ser guiado por ultrassom
diagnostico a fim de verificar o ponto exato da aplicacdo (RICHARD; MITCHELL, 2005).

O animal é mantido com bandagem estéril no membro por duas a quatro horas
depois do tratamento e aplica-se gelo por trinta minutos ao redor do local afetado. Esse
procedimento deve ser realizado duas vezes ao dia, durante trés dias. Os animais devem
receber 500mg de flunixin meglumine, duas vezes ao dia, via oral, por cinco dias ap6s o
tratamento, e devem caminhar puxados, duas vezes ao dia, por dez a quinze minutos, a
partir do dia seguinte ao tratamento. Realiza-se exame ultrassonografico com cinco dias
para verificar a resposta ao tratamento e apds trinta dias, comeca a caminhar montado,
realizando-se um novo exame ultrassonogréfico (RICHARD; MITCHELL, 2005).

Caso o0 animal se mantenha sem dor, aumenta-se cinco a dez minutos de exercicio, a
cada semana, até retornar ao exercicio normal. O animal & monitorado com exame
ultrassonografico a cada trinta dias, até que se completem 120 dias ap0s o tratamento ou até
que se verifique completa recuperacdo do animal (RICHARD; MITCHELL, 2005).
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CONCLUSAO

A continua ascencdo da utilizacdo de equinos nas mais variadas modalidades
atléticas, associada a elevacdo do grau de esforco e alta performance dos animais, vem
acompanhada de uma maior prevaléncia no que diz respeito as afecgdes do sistema
locomotor. Dessa forma, se faz necesséria o desenvolvimento de novas técnicas terapéuticas
e aprimoramento dos métodos ja utilizados, a fim da promocéo de uma melhor qualidade de
vida esportiva com o minimo de sequelas.

Em se tratando de tecnologia aplicada, as técnicas terapéuticas que envolvem a
medicina regenerativa autdloga ganha evidéncia no cenério desportivo por garantirem
biosseguranca e diminuicdo de efeitos colaterais comparados as terapias convencionais.

Atualmente, a utilizacdo de terapias celulares é uma realidade na clinica médica
desportiva dos equinos e tem grande potencial expansivo no ambito médico cientifico como
meio para a solucdo de inimeras outras enfermidades que acometem 0s animais e seres
humanos. Para que isso se torne realidade, novas pesquisas envolvendo as técnicas
terapéuticas autélogas devem ser realizadas afim de expandir o conheciemento acerca da
medicina regenerativa e suas aplicacdes.

Diante do presente trabalho concluimos que o estagio supervisionado obrigatorio foi
de fundamental importancia para a formacéo académica do discente sob o ponto de vista da

clinica médica cirurgica e medicina desportiva de equinos.
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