Uso de células tronco em lesdo dérmica em equino — relato de caso
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Resumo. Feridas trauméticas em membros possuem alta ocorréncia na espécie equina
devido a natureza ativa desses animais, e frequentemente acometem estruturas como
tenddes, ligamentos e 0ssos. O processo de cicatrizacao de feridas em equinos tende a ser
lento e pode ocasionar diversas complicagfes, com destaque ao tecido de granulagdo
exuberante. Em paralelo, quando ha o acometimento de lesGes em tendGes e ligamentos o
periodo de recuperacgdo é longo e as chances de recidivas séo altas. A terapia com células
tronco € muito utilizada na medicina equina devido a capacidade de diferenciacdo em
diversos tipos celulares e possui efeito anti-inflamatério e imunomodulador, com agéo na
diminuicdo de fibrose tecidual, possibilitando a formacdo de um tecido semelhante ao
original. O objetivo deste trabalho foi relatar a utilizacdo de células tronco mesenquimais
em um equino com lesdo dérmica extensa associada a ruptura dos tenddes flexores digitais
superficial e profundo e ligamento suspensor em regido de membro pélvico esquerdo em
face plantar, dorsal e medial na altura do metatarso. Apds 6 meses da aplicacéo das células
o animal apresentou fechamento completo da ferida e cicatrizacdo completa dos tenddes e
ligamento e foi possivel observar melhora nos sinais clinicos de ruptura e diminuigdo do
grau de claudicacdo. Com isso, a terapéutica com células tronco se mostrou um método
eficaz para melhora clinica do animal.
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Use of stem cells in extensive dermal lesion in horse— case report

Abstract. Traumatic wounds in limbs have high prevalence in equine species due to their
active nature and frequently affect structures such as tendons, ligaments and bones. The
healing process of equine wounds tends to be slow e can lead to several complications with
emphasis on exuberant granulation tissue. In parallel, When there's involvement of tendons
and ligaments injuries, the recover period is long and the chances of recurrence are high.
Stem cells therapy is used in equine medicine due to their differentiation capacity in several
cellular types and have anti-inflammatory and immunomodulator effect decreasing tissue
fibrosis, enabling formation of a tissue similar to the original. The aim of this study was to
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report the use of mesenchymal stem cells in a horse with extensive dermal injury associated
with superficial and deep digital flexor tendons and suspensory ligament rupture in left
hind limb at plantar, dorsal and medial face in metatarsal region. After 6 months of stem
cells application, the animal presented completely wound closure and total tendons and
ligament healing, it was possible to observe improve on rupture clinical signs e decreased
on degree lameness. Therefore, the stem cells therapeutic showed to be an effective method
to the animal’s clinical improvement.

Keywords: stem cell, wound, rupture, tendon, ligament

Introducéo

Os equinos sdo animais de natureza ativa com reacgdes rapidas, por esse motivo, a
ocorréncia de lesdes dérmicas € facilitada, resultando em laceracdes na superficie
dérmica, tendBes e masculos, e afeta principalmente regides distais dos membros,
sendo o pélvico o mais acometido (ARGENTINO, SANTOS & MARINHO, 2017;
AUER et al, 2019; MELLO & BERNARDO, 2021). Quando a lesdo acomete
estruturas adjacentes, os tenddes flexores digital superficial e profundo e o

ligamento suspensor sdo as mais acometidas (SCHADE et al, 2023).

O processo de cicatrizacao tem inicio com a fase de inflamacao, seguida pela fase
de proliferacdo e, por ultimo, a fase de remodelamento (AUER et al, 2019;
GRIZENDI, 2020). Os principais fatores que alteram o processo de cicatrizacdo dos
equinos incluem o baixo suprimento de sangue e oxigénio, que, por consequéncia,
gera uma resposta inflamatoria insuficiente e leva a cronicidade do processo,
dificuldade de diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos causando tecido
de granulacdo exuberante e o desequilibrio dos fatores de crescimento e sintese de
colageno (ARGENTINO, SANTOS & MARINHO, 2017; GRIZENDI, 2020).

Sdo diversas opg¢des para o tratamento de feridas associada com injarias tendineas
e ligamentares. A terapia com células tronco tem sido amplamente utilizada nesses
casos, devido a capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo, podendo ser
administradas diretamente na area da leséo ou ao redor, onde irdo se diferenciar em
diversos tipos celulares (QUADROS et al, 2024).

O objetivo desse artigo foi relatar o caso de lesdo dérmica em um equino associada
a ruptura total dos tenddes flexores superficial e profundo e ligamento suspensor
apos a administracdo de células tronco mesenquimais provenientes de tecido

adiposo.



Relato de caso

Foi atendido no Complexo Veterinario do Centro Universitario Nossa Senhora do
Patrocinio (CEUNSP) no dia 05/09/2023 um equino, macho, com idade aproximada
em 13 anos, 350 kg. Na inspecéo estatica o animal apresentava uma ferida extensa
no membro posterior esquerdo causada por acidente em cerca de arame liso na
regido do Il, Il e IV metatarso (MT) onde observou-se a presenca de edema sob o

local com exsudato serosanguinolento (Figura 1).

Figura 1. llustracdo da face plantar (A), face medial
(B) e face dorsal (C) da ferida em membro posterior
esquerdo. Fonte: Arquivo pessoal (2023)

O animal foi submetido a inspecdo dindmica em movimento, na qual observou-se
a presenca de claudicagdo grau 5 (escala 1 — 5 American Association of Equine
Practitioners) ao passo, com elevagdo da pinga do casco e hiperextensdo da

articulacdo metatarsofalangeana, quadro compativel com sinais de ruptura tendinea.

O paciente demonstrava score corporal compativel com um quadro de
desnutri¢do, que foi confirmado pela realizagdo de hemograma, onde constatou a
presenca de anemia leve (hematdcrito 28%) sem processo infeccioso. No exame
ultrassonografico foi possivel observar caracteristicas de ruptura dos tenddes
flexores digitais superficial e profundo associado com ligamento suspensor, nao
sendo possivel determinar o grau de tecido lesado devido a presenga de sombra
acustica causado por tecido de granulacao.

O tratamento inicial foi feito através da aplicacdo de antibioticoterapia com
gentamicina na dose de 2.2 mg/kg via perfusdo regional na veia safena medial a
cada 48 horas por trés dias para tratar a infecgéo local.



Apds uma semana o animal foi submetido ao procedimento anestésico para a
primeira aplicagdo de celulas tronco mesenquimais (CTM) provenientes do tecido
adiposo doadas pela empresa Biocell® (Monte-Mor, S&o Paulo, Brasil) via
intralesional. O protocolo anestésico utilizado foi a sedacdo com detomidina na
dose 0,01 mg/kg associada com butorfanol 0,02 mg/kg e lidocaina via epidural
0,2mg/kg induzido com 2 mg/kg de ketamina e manutengdo feita com

aproximadamente 250 ml de EGG.

A aplicagéo das células foi realizada no dia 0 (DO), onde foram utilizadas 1.107 de
CTM distribuidos em dez palhetas injetadas no local guiadas por ultrassom,
totalizando 2 ml intratendinea e 5 ml aplicados parcialmente nos bordos da leséo
cutanea. Apo6s o procedimento, foi receitado o anti-inflamatério ndo esteroidal
flunixin meglumine na dose de 1.1 mg/kg SID durante trés dias e o animal ficou em
repouso em baia confinada. Devido a natureza indocil do paciente, ndo permitindo
0 uso de contencdo fisica, foi instituido o protocolo de limpeza diaria do ferimento
utilizando gliconato de clorexidina 2% com agua corrente e Bactrovet Spray® para
repelir insetos. Desse modo, priorizou-se a avaliacdo da resposta clinica dos sinais
de ruptura tendinea e ligamentar e a avaliacdo da ferida para fazer o desbridamento
manual através da friccdo com o animal anestesiado (Figura 2). No
acompanhamento ultrassonografico foi possivel observar os tenddes flexores e

ligamento suspensor de forma parcial devido ao edema do membro.

Figura 2. llustragéo das dimensdes aproximadas da ferida no D15.
Face plantar (A) com 18 cm de extensdo; Face Plantar (B) com 7 cm
de largura; Face Medial (C) com 3 cm de largura. Fonte: Arquivo
pessoal (2023)

No D72 o animal foi novamente submetido ao procedimento de desbridamento.
A ferida apresentava dimensdes de 1 cm em face medial e 15 cm de extensdo em
face plantar, o tecido apresentava fase proliferativa com presenca de granulacéo
(Figura 3 e 4).



Figura'. llustracdo da ferida no D72. (A)
face medial; (B) face plantar. Fonte:
Arquivo pessoal (2023)

Figura 4. llustracdo da evolugdo da face
dorsal da lesdo no D17 (A), D57 (B) e D175
(C). Fonte: Arquivo pessoal (2023)

No D177 foi realizado o ultimo desbridamento, a lesdo apresentava bastante
vascularizada devido a friccdo exercida e houve fechamento completo em face
medial e dorsal, com extensdo de 7cm e largura de 2,5 cm em face plantar (Figura
5). Devido a melhora clinica do animal e a diminuicdo da lesdo, optou-se por
finalizar esse tipo de manejo pois o animal apresentou resposta alérgica ao alfa-2-
agonista utilizado.



Figura 5. llustracdo da face plantar no D177. Fonte: Arquivo
pessoal (2024)

No D196 a leséo continuava em regressdo, com fechamento quase total de sua
extensdo em face plantar (Figura 6). No exame ultrassonografico foi possivel
observar regeneracdo do tecido tendineo e ligamentar e o animal nao apresentava
mais os sinais clinicos de ruptura. Devido a essa melhora, o animal recebeu alta

médica.

Figura 6. Fase plantar da
lesio no D196. Fonte:
Arquivo pessoal (2024)

Resultados e discussao

Segundo Grizendi (2020), 26,35% das dermatopatias presentes nos equinos sao
feridas de origem traumatica, sendo 82,05% das lesdes localizadas nos membros.
Tais dados foram compativeis ao observado no relato de caso, em que 0 membro

posterior esquerdo foi acometido. As feridas podem ser classificadas de acordo com



sua etiologia em perfurantes, lacerantes, contusas, abrasivas, incisionais e avulsivas
(RIBAS & MULLER, 2024). Barros (2016), define lesdes lacerantes como aquelas
causadas por um rasgo no tecido e presenca de bordas irregulares, tendo a
capacidade de acometer tecidos adjacentes. No caso deste relato, o animal
apresentava lesdo dérmica extensa irregular com acometimento dos tenddes

flexores digitais superficial e profundo e o ligamento suspensor.

A perfusdo regional com farmacos antimicrobianos é uma técnica muito utilizada
para tratar infeccdes nos membros de equinos, indicada para o tratamento de
afecces articulares, tendineas, dsseas e de tecidos moles com o objetivo de elevar
a concentracdo do farmaco no tecido, utilizando de doses e custo menores em
relacdo a terapia sisttmica (RAFAEL et al, 2014). Ferrari (2023), relata eficiéncia
de 88% no controle da infeccdo com o uso da perfusdo regional em equinos e
ruminantes. Neste cenario, 0 uso da técnica de perfusdo regional se mostrou eficaz
para o controle da infeccdo, pois apds as aplicacdes a lesdo ndo apresentava mais
exsudato, resultado semelhante ao estudo realizado por Pereira (2022) com 0 uso
de duas aplicacdes de gentamicina com intervalo de cinco dias entre cada dose em

um potro com laceracao tendinea.

O manejo diario da ferida foi realizado com gluconato de clorexidina a 2%,
conforme indicado como medida terapéutica por Argentino, Santos & Marinho
(2017) que cita o uso da clorexidina a 2% para minimizar o risco de infeccGes
devido a atividade antimicrobiana. Em paralelo, Alves et al (2022) utilizou solugéo
de clorexidina como um dos manejos diérios para tratar ferida traumatica
perfurocortante em equinos e, associada ao uso do acglUcar a antibioticoterapia

topica, obteve resultado satisfatério no controle da infeccéo.

Um dos procedimentos mais importantes para manejo de feridas é o
desbridamento, cujo objetivo é reduzir a carga bacteriana, remover sujidades,
reduzir o volume tecidual para permitir o fechamento das bordas, possibilitar a
visualizagdo da profundidade da lesdo (LIMA, 2016), além de remover tecidos
desvitalizados e diminuir o periodo inflamatério, podendo ser realizado de forma
cirurgica ou nédo cirurgica (STEINER et al, 2019). O desbridamento mecanico
realizado através da remocdo fisica dos tecidos desvitalizados foi essencial para

reavivar as bordas da lesdo por meio da irrigagao local.



O uso do anti-inflamatorio flunixin meglumine se mostrou eficaz para promocao
da analgesia apds o procedimento de implantagéo das células tronco, o animal ndo
apresentou nenhum sinal de desconforto. Segundo Ribas & Muller (2024) o uso de
anti-inflamatorios ndo esteroidais controlam a inflamacao através da inibicdo da
atividade das ciclooxigenases 1 e 2, reduzindo a sintese de prostaglandinas,
leucotrieno e tromboxanos e 0 uso a curto prazo néo interfere negativamente na

cicatrizacao.

O processo de cicatrizacao dos equinos € dividido em trés fases, iniciando com a
fase inflamatoria, caracterizada pelo acumulo de exsudato inflamatorio que leva aos
sinais cardinais de dor, calor, tumor e rubor, com intensidade e duracdo variavel de
acordo com o tipo de lesdo (PEDROSO et al, 2017). Geralmente, tem duracéo de 3
dias quando é aguda e pode se tornar cronica, se estendendo a semanas ou meses
(LIMA, 2016). Nos equinos essa fase é branda, porém prolongada (XAVIER,
BARROSO & ARARIPE, 2022) devido ao baixo aporte sanguineo presente
principalmente nas regides distais do membro, diminuindo a oxigenacéo da regido,
com isso, ha dificuldade de liberacdo de ocitocina pelas células. (ALENCAR,
CONTO & REIS, 2020). No presente trabalho, foi observado a duragdo da fase
inflamatoria de 7 dias desde o inicio da leséo.

A fase de proliferativa € caracterizada pela formacéo de tecido de granulacéo que
promove a contracado e epitelizacdo para fechamento do tecido (AUER et al, 2019),
geralmente ocorre no 3° dia apds a lesdo e sua duracdo pode ser de até 3 semanas
(FERRAZ et al, 2021). No trabalho, a fase de granulacéo foi observada por 15 dias

apos a aplicacdo das células, portanto, teve duracdo aproximada de 2 semanas.

Em feridas distais nos membros dos equinos, o processo de epitelizacdo e
contracdo sdo tardios, especialmente nas lesGes abaixo do carpo e tarso, portanto, o
tecido de granulacdo exuberante ¢ um fator importante no retardo da cicatrizagao
de feridas por segunda intencdo, conforme relata Steiner et al (2019), no presente

relato o animal n&o apresentou tal complicacéo.

Na fase de remodelamento é observado a sintese de maior quantidade de colageno
tipo | e degradacdo do colageno tipo Ill, tendo um realinhamento nas fibras

teciduais (BARROS, 2016), o que esta de acordo com o observado no ultrassom,



onde foi possivel visualizar realinhamento das fibras tendineas e ligamentares e a

duracgéo dessa fase se estendeu por aproximadamente 5 meses.

O uso das ceélulas tronco mesenquimais foi eficaz no que diz respeito a duracéo
das fases de cicatrizacdo, onde as fases inflamatorias e proliferativa néo
apresentaram duragdo prolongada por mais de 3 semanas conforme descreve a
literatura. No estudo realizado por Textor et al (2018), seis cavalos higidos foram
divididos em dois grupos, onde um grupo recebeu injecdo de CTM proveniente do
corddo umbilical para tratar feridas induzidas experimentalmente e o outro grupo
ndo recebeu o tratamento, foi possivel observar que as feridas tratadas com células
tronco apresentaram na avaliacao histologica reducao da inflamacéo e progrediram
entre os estagios da cicatrizacdo mais rapido do que as feridas que ndo receberam o
tratamento. Outro estudo realizado por Valente et al (2020) utilizando 31 modelos
experimentais de ratos com lesdes induzidas por nitrogénio foram submetidos a
aplicacbes de células tronco mesenquimais provenientes do tecido adiposo,
resultando em maior taxa de cicatrizacdo média com cicatrizes mais estreitas e
compridas em relacdo ao grupo ndo tratado, o que esta de acordo com o que foi
observado no paciente deste relato, onde as cicatrizes das faces medial, dorsal e
plantar apresentaram-se estreitas e compridas.

Devido a natureza ind6cil do paciente, a cicatrizacdo da lesdo so6 foi possivel de
ser avaliada por meio de medicdo nos dias 15, 72 e 177 pois optou-se pela avalia¢éo
da resposta clinica do animal para realizar os procedimentos de desbridamento sob
anestesia. No D15 a ferida apresentava 18cm de extensdo em face plantar e 3cm de
largura em face medial e no D72 a face plantar apresentava 15 cm de extensao e 1
cm de largura em face medial, portanto, a lesdo reduziu em sua extensédo 16.66%
na face plantar e 66.66% na largura da face medial entre essas datas. No D177 a
lesdo apresentava 7cm de extensdo em face plantar e fechamento completo em face
medial, comparado com 0 D72, reduziu sua extensdo em 53.33%. A face dorsal da

lesdo teve cicatrizagdo completa em menos de 175 dias.

O método de aplicacdo nas bordas da leséo € o método de escolha para cicatrizagdo
de lesdes cuténeas, conforme relata Beheregaray (2017). No estudo realizado por
Morais & Gongalves (2024), o uso de células tronco mesenquimais provenientes do

tecido adiposo administradas na borda de lesdo dérmica em um felino apresentou



contragéo, reepitelizagéo e cobertura total em menos de 90 dias. Embora seja uma
lesdo diferente em extensdo e acometimento de estruturas adjacentes, as células
tronco possibilitaram uma resposta cicatricial rapida e o método de aplicacéo

intradérmica mostrou eficiéncia quanto a resposta terapéutica.

Com relacdo a resposta de regeneracdo tendinea e ligamentar, a terapia celular
com celulas tronco mesenquimais demonstra reducdo no tempo de reparacdo
tendinea com maior qualidade mecénica e histologica, reduzindo as taxas de
recidiva (APOLONIO, 2021). Auer et al (2019), relata o tempo de cicatrizacdo de
injurias tendineas e ligamentares em torno de 6 meses a 1 ano. Teixeira (2019)
relatou melhora clinica na claudicacdo e auséncia de alteracGes ultrassonograficas
compativeis com lesdo tendinea no periodo de 6 meses ap6s a administracdo de
células tronco mesenquimais heterélogas em tendinite do TFDS associadas com 0
uso de crioterapia, ultrassom terapéutico e magnetoterapia. No paciente do relato,
foi observado auséncia dos sinais clinicos de lesdes tendineas e ligamentares em 6

meses apos a aplicacdo das células tronco.

Segundo Schade (2018) a ultrassonografia € um método essencial para diagnostico
e caracterizacdo de lesdes em estruturas como tenddes e ligamentos e permite
averiguar o processo de cicatrizacdo através de imagens dinamicas. Desse modo, a
ultrassonografia foi importante para identificar as estruturas lesadas e determinar a
resposta de cicatrizacdo destas durante o periodo de internacdo do animal. No
estudo realizado por Al-ani et al (2015) foi utilizado células tronco derivadas do
tenddo e células tronco mesenquimais provenientes da medula dssea para avaliar a
regeneracdo tendinea apds ruptura do tenddo de aquiles em modelos experimentais
de ratos demonstrando evidéncias de regeneracdo tendinea com o uso de células
tronco. Como nao foi possivel determinar o grau de ruptura das estruturas,
identificando apenas alteracBes sugestivas associadas com sinais clinicos
caracteristicos, pode-se observar no final do relato a reorganizagdo das fibras
tendineas e ligamentares com presenca de fibrose tecidual e auséncia de elevacao
da pinca do casco e hiperextensao da articulagcdo metacarpofalangeana, diminuindo

0 grau de claudicacéo de 5 para 1.

Concluséao



A terapia celular com células tronco é utilizada para tratamento de lesdes
tendineas e ligamentares associadas ao manejo de feridas. No caso relatado, o
animal apresentou melhora dos sinais clinicos de ruptura dos tenddes flexores
digitais superficial e profundo e ligamento suspensor e fechamento total da leséo
dérmica em 6 meses apo6s a aplicacdo de células tronco mesenquimais, portanto, o
tratamento instituido contribuiu significativamente para a melhora do animal,
comprovando a eficacia desse tipo de terapia. Apesar dos relatos acerca desse tema,

€ necessario a realizacdo de estudos futuros sobre essa modalidade terapéutica.
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