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Resumo

A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCC) é uma das principais causadoras de
claudicacdo nos cées, podendo afetar qualquer animal em diferentes idades, gerando uma
instabilidade articular que sem tratamento induz o aparecimento da osteoartrite (OA). Os
tratamentos convencionais utilizados séo a cirurgia ou uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES) juntamente com o repouso absoluto do paciente. Animais que ndo podem ser
submetidos a procedimento cirargico se vém obrigados a utilizar medicamentos para o controle
da dor articular durante longos periodos, ficando mais suscetiveis aos efeitos adversos dos
mesmos. O uso das células tronco mesenquimais (MSC) visa a melhora da qualidade de vida
dos pacientes e 0 atraso na progressao da OA com menos efeitos colaterais. O presente trabalho
realizou um estudo retrospectivo de cdes que apresentaram uma ruptura parcial do ligamento
cruzado cranial atendidos entre os anos de 2021 e 2023 nos quais as MSC foram utilizadas
como tratamento conservador. Ao todo, 25 casos foram avaliados, sendo os critérios de incluséo
a auséncia de outras comorbidades ou histérico prévio de alteracdes articulares. Os animais
receberam uma dose de 3x10°® de células por via percutinea na articulagio afetada. Foram
avaliados no dia da aplicacdo e 30 dias depois utilizando as escalas numéricas de dor e
claudicagdo. Em DO os valores obtidos para a escala de claudicagdo foram de 3,12 +0,525,
caindo para 1,44 +1,193 em D30, representando resultado estatisticamente significante
(P<0,05) apds a aplicacdo. Os valores para a escala de dor obtidos em DO foram 3,2 0,408,
reduzindo para 1,44 +0,960 em D30, melhorando a dor dos pacientes tratados de maneira
significativa (P<0,05). Quanto a interagdo entre os pardmetros observados no tratamento, a
correlagdo de Spearman demonstrou ndo houve correlagdo entre a idade e 0s parametros em
nenhum momento do estudo (P>0.05) e a correlacdo entre os pardmetros ndo foram
significativos em DO (P = 0,186), em D30 a correlacdo foi estatisticamente significativa
(P<0,05), obtendo o valor de 0,811, demonstrando que ap6s a aplicacdo das MSCs juntamente
com 0 repouso dos pacientes os parametros reduziram de maneira semelhante. O tratamento
com as MSC foi eficaz no controle da dor e melhora da funcdo do membro apds sua aplicagéo,

sendo uma alternativa ao tratamento conservador habitual.

Palavras-Chaves: Cdes; Ruptura parcial do ligamento cruzado cranial; Escala numérica;

Tecido adiposo; Teste de gaveta.
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Abstract

Cranial cruciate ligament rupture (CCLR) injury is one of the main causes of lameness
in dogs affecting animals of different ages and leading to joint instability that, without
treatment, induces the onset of osteoarthitis (OA). The conventional treatment options are
surgery or the administration of non-steroidal anti-inflammatory (NSAIDs) along with absolute
rest. Animals that cannot undergo surgical procedures are forced to use medications for joint
pain management over long periods, making them more susceptible to the side effects of these
medications. The use of mesenchymal stem cells (MSC) aims to improve the quality of life for
patients and delay the progression of OA with fewer unwanted side effects. This study
conducted a retrospective analysis of animals with cranial cruciate ligament insufficiency
treated between 2021 and 2023 who received MSCs for conservative treatment. A total of 25
cases were evaluated retrospectively, with inclusion criteria being the absence of other
comorbidities or a previous history of joint afections. The animals received a dose of 3x10°
cells percutaneously in the affected joint. They were assessed on DO and D30 using numerical
pain and lameness scales. At DO, the values obtained for the lameness scale were 3.12 +0.525,
decreasing to 1.44 +1.193 at D30, representing a statistically significant result (P<0.05) after
treatment. The pain scale values obtained at DO were 3.2 £0.408, reducing to 1.44 +0.960 at
D30, significantly improving the pain in treated patients (P<0.05). Regarding the interaction
between the observed parameters in the treatment, Spearman's correlation demonstrated that
there was no correlation between age and the parameters at any time point in the study (P>0.05).
The correlation between the parameters was not significant on DO (P = 0.186), but on D30, the
correlation was statistically significant (P<0.05), with a value of 0.811 (P < 0.05),
demonstrating that after the application of MSCs along with patient rest, the parameters
decreased in a similar manner. Treatment with MSCs was effective in controlling pain and
improving limb function in treated animals after its application, being an alternative to

conventional conservative treatment.

Keywords: Dogs; Partial cranial cruciate ligament rupture; Numerical rating scale; Adipose

tissue; cranial drawer test.



CAPITULO 1



1. Introducéao

A principal funcdo do ligamento cruzado cranial (LCC) é estabilizar a movimentacao
do joelho durante a marcha, inibindo a translagdo em sentido cranial da tibia e evitar sua rotagdo
interna (SCHULZ, 2015). Lesdes neste ligamento podem ocorrer de maneira parcial ou total e
sdo uma das principais causas de claudicacdo em cdes, especialmente em animais de porte
grande, acima dos 22 kg (SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI, 2021), gerando uma
instabilidade articular que progride com o tempo. A leséo pode ser causada por um evento
traumatico ou por uma degeneracdo do ligamento de carater multifatorial que propicia a perda
de sua resisténcia e posterior ruptura (PEGRAM et al., 2023). O sinal mais comum dessa
afeccdo é a claudicacdo intermitente percebida pelos tutores, em um ou ambos 0s membros
pélvicos, que piora apds o animal realizar alguma atividade fisica, progredindo com o tempo a
uma claudicagéo intensa com rigidez articular (SCHULZ, 2015).

O padrdo para o tratamento da ruptura é a intervencdo cirurgica, uma vez que é o Unico
método que corrige a instabilidade articular e reduz a progressdo da osteoartrite causada pela
ruptura (SCHULZ, 2015). Para animais em que nao € possivel realizar a corregdo cirurgica, o
tratamento conservador € indicado na tentativa de minimizar os danos causados pela
instabilidade articular e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. A abordagem conservadora
envolve o uso de farmacos anti-inflamatdrios ndo esteroidais para o controle da dor e repouso
para poupar a articulacdo, entretanto os resultados sdo piores quando comparados aos de
animais tratados por cirurgia (BRIOSCHI; ARTHURS, 2021). Em virtude das limitages do
tratamento conservador convencional e da necessidade de alternativas para animais que, por
algum motivo, ndo podem ser submetidos a uma intervencdo cirurgica, novas abordagens

precisam ser elaboradas visando a melhora da qualidade de vida dos pacientes com tal afecgéo.

1.1. Objetivos
1.1.1 Objetivos gerais

O presente trabalho buscou avaliar retrospectivamente a eficacia de uma Unica aplicagao
de MSCs no tratamento conservador de cdes que apresentaram uma RLCC parcial em um

periodo de 30 dias.



1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar a capacidade das céelulas tronco mesenguimais de controlar a dor dos pacientes
tratados.

- Avaliar a evolucéo da claudicacdo dos animais tratados apds uma aplicagédo de células
tronco.

- Avaliar a viabilidade do tratamento quanto aos beneficios para animais que nao podem

ser operados.



2. Revisao de literatura

2.1. Estrutura anatdmica e funcional do ligamento cruzado cranial

O ligamento cruzado (LC) é uma estrutura localizada na articulagdo femorotibiopatelar,
inserindo-se no aspecto axial do condilo femoral lateral, proximo a margem articular. Ele
estende-se diagonalmente através do espaco articular, inserindo-se na por¢cdo medial da area
intercondilar do plato tibial. A area de insercdo distal é circundada cranialmente pelo ligamento
meniscotibial cranial do menisco medial e caudalmente pelo ligamento meniscotibial cranial do
menisco lateral (MUIR, 2018).

O LC é formado por duas bandas estendendo-se nos sentidos cranial, medial e caudal em
formato de espiral enquanto percorre a area entre o fémur e a tibia. As bandas divisiveis
macroscopicamente sdo denominadas bandas craniomedial e caudolateral (Figura 1). Enquanto
a primeira é mais estreita, espiralada e longa, a segunda é mais robusta e mais curta. A banda
craniomedial se origina mais proximal ao fémur se inserindo na por¢do cranial da area
intercondilar tibial enquanto a banda caudolateral origina-se da porcao lateral mais distal da
area de insercdo do condilo femoral lateral, inserindo-se na regido caudal da area intercondilar
(SCHULZ, 2015).

Ambas as por¢des do LC sdo quase totalmente envoltas por uma membrana sinovial de uma
maneira uniforme, com exce¢do as areas em que ambos estdo em contato direto entre si,
denominado epiligamento. O envelope é composto basicamente por tecido conectivo denso,
fibroblastos, e alguns adipdcitos, sendo possivel diferenciar a camada intima da sub-intima.
Microscopicamente, a membrana que os circunda é repleta de fenestracbes que permitem a
passagem de nutrientes ao ligamento e a troca do liquido sinovial. A membrana possui funcéo
de nutrir, lubrificar, limpar debris intra-articulares e regular a resposta imune local. Devido a
presenca dessa estrutura, os ligamentos estdo dentro da articulagdo, mas sdo extra-sinoviais. A
presenca de uma barreira entre o sangue e o ligamento é importante na patofisiologia da ruptura

parcial do ligamento cruzado cranial (MUIR, 2018).



Figura 1 - Anatomia do joelho do céo: 1.1: banda caudolateral do ligamento cruzado
cranial; 1.2: banda craniomedial do ligamento cruzado cranial; 2: ligamento cruzado
caudal; 3: menisco medial; 4: menisco lateral; 5: condilo femoral medial; 6: condilo
femoral lateral; 7: tuberosidade tibial (Fonte: MUIR, 2018).

Grande parte da composigdo do ligamento é agua (60-80%), enquanto a matéria seca €
composta basicamente por fibras colagenas dos tipos I e Il dispostas longitudinalmente, sendo
o tipo | predominante (> 90%), uma pequena porcao de colageno tipo Il e quantidades minimas
dos tipos V, X, Xl e XIV e outros componentes, enzimas, elastina, glicoproteinas,
lipoproteinas, proteoglicanos e integrinas, organizados em varios fasciculos que contém
principalmente diversas subunidades de feixes e fibroblastos. Cada fibra possui um formato
frisado, uma espécie de ondulacdo que é a responsavel priméria pela elasticidade que o
ligamento apresenta quando é submetido a uma carga de estresse. A ondulacdo permite o
recrutamento progressivo das fibras de um modo que elas resistam a tensdo aplicada, além de
aumentar a resisténcia das fibras a amplitudes de movimento excessivas. Outras estruturas,
como fibras de elastina e feixes de microfibrilas contendo fibrilina 1 e Il estdo dispostas
paralelamente aos feixes principais ou presentes nas regides interfasciculares do ligamento
(MUIR, 2018).



Nos cdes, a articulagdo femorotibiopatelar desempenha um papel fundamental estabilizando
a movimentacdo do membro pélvico em trés planos, sagital de flex&o/extensdo, transversal de
rotacdo extra e intra-tibial e frontal de aducdo e abducdo, além de permitir micro
movimentacOes de translacdo nos sentidos craniocaudal, medial-lateral e ventro-dorsal. Em
estagdo, o menisco localizado entre os condilos femorais e tibiais é responséavel por estabilizar
o0 animal e absorver o peso. Durante 0 movimento ele possibilita a propagacédo do movimento
de propulsdo a articulacdo coxofemoral enquanto limita a extensdo funcional do membro. Ja a
principal funcdo do LCC é limitar a movimentacéo da articulagdo em que se encontra, evitando
a translacéo da tibia cranialmente em relagdo ao fémur, uma forca de cisalhamento denominada
compressdo tibial cranial (CTC), além de impedir a rotacdo interna da mesma e evitar a
hiperextensao da articulagdo como um todo (SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI, 2021).
A porcdo craniomedial do ligamento cruzado cranial alonga-se enquanto a porcao
caudolateral se encurta durante a flexdo do membro pélvico do animal. Durante a extensdo,
ambas as porc6es do ligamento se encontram tensionadas, limitando a translacéo cranial da tibia
em relacdo ao fémur, sendo os ligamentos colaterais os principais responsaveis por restringir a
rotacdo da articulacdo, enquanto os ligamentos cruzados desempenham um papel secundario,
tal interacdo resulta em um suporte varo-valgo evitando que a rotacdo interna da tibia ocorra
(SCHULZ, 2015). A extensdo excessiva dos ligamentos colaterais é evitada pela tensdo nos
ligamentos cruzados, onde o LCC desempenha o papel principal como seu limitador.
Mecanorreceptores e terminagcdes nervosas aferentes presentes na articulacdo geram um
feedback no intuito de proteger a articulacdo evitando uma extensdo ou flexdo exageradas,
regulando a movimentagdo do membro(MUIR, 2018).
A estabilidade articular depende do equilibrio entre as estruturas intra e periarticulares
e dos vetores de forca que atuam nela, como a for¢a oposta originada pelo solo e a propria forca
originada da contracdo dos musculos. Durante a marcha, os vetores de for¢a sdo distribuidos e
acumulam-se na regido central do joelho. Como caracteristica anatdmica, a tibia possui sua
superficie articular inclinada no sentido proximo-distal, o denominado platé tibial. Quando os
vetores de forca sdo acumulados na regido do platd, gera-se um vetor resultante tibial no sentido
cranial, a CTC que é sustentada pelo LCC. A CTC atua de maneira proporcional ao angulo do

platd, quanto maior o angulo, maior a for¢a atuante (SCHULZ, 2015).



2.2. Ruptura do ligamento

2.2.1 Etiopatogenia

Uma das causas mais comuns de claudicacdo em cdes é a RLCC. Estima-se que a
prevaléncia possa ser de até 11% a depender do estudo (SPINELLA; ARCAMONE;
VALENTINI, 2021). O rompimento pode ocorrer de forma aguda, devido a um evento
traumatico, por exemplo, ou de forma cronica, devido a fatores predisponentes, com o tutor
observando somente uma claudicacao intermitente em seu animal, que pode deixar de sustentar
0 peso no membro acometido com o passar do tempo ou evoluir para uma melhora nos sintomas
apos 3 a 6 semanas (SCHULZ, 2015). Em grande parte dos casos, o inicio da ruptura é causado
por uma degeneracdo da matriz extracelular do ligamento que progride ao longo do tempo ou
por um evento traumatico, sendo esse menos comum que o0 processo degenerativo (PEGRAM
et al., 2023). A degeneracgdo possui carater multifatorial complexo que envolve componentes
imunolégicos, genéticos, hormonais e biomecanicos que juntos culminam em um desequilibrio
entre as forcas biomecanicas aplicadas ao ligamento que geram a ruptura e a instabilidade
articular (BRIOSCHI; ARTHURS, 2021).

O LCC nao possui a capacidade de se regenerar sozinho, fibras de colageno podem
comegar a surgir no local lesionado apés 10 semanas, entretanto, a completa recuperacao
funcional da érea lesionada nao ocorre (MUIR, 2018). Sem intervencao, a ruptura do ligamento
ocasiona alteracBes articulares, como degeneracdo da matriz extracelular, metaplasia das
células responsaveis por produzir colageno, sinovite e osteoartrite (OA) (SPINELLA,;
ARCAMONE; VALENTINI, 2021). Quando ndo tratada a condicdo se agrava gerando
alteracdes articulares mais severas, como degeneracéo da cartilagem articular, fibrose capsular
e 0 aparecimento de osteofitos periarticulares, predispondo a ruptura total do ligamento
(SCHULZ, 2015).

Lesdes dos ligamentos podem ser classificadas de acordo com o grau de danos as fibras
em conjunto com os sinais clinicos apresentados, onde o grau | corresponde a lesdes que nédo
afetam a estabilidade da articulagdo com dano minimo as fibras do ligamento, grau Il
apresentam moderada leséo ao ligamento com instabilidade leve e grau 111 séo lesdes associadas
a dano severo as fibras com presenca de instabilidade articular (MUIR, 2018). O LCC pode
romper-se de forma parcial (onde somente uma das bandas esta lesionada), total (ambas as
bandas estdo lesionadas) ou sofrer uma avulsdo de seu local de inserc¢do ou origem (SCHULZ,
2015). Estima-se que 4 a 10% dos animais afetados possuem um rompimento bilateral quando

se apresentam ao primeiro atendimento, enquanto animais com rompimento unilateral possuem



40% de chances de romper o ligamento do membro contralateral num periodo de um ano ou
menos (PEGRAM et al., 2023).

Apesar de ndo ser bem elucidada, teorizava-se que a RLCC ocorria Unica e
exclusivamente devido a um evento traumatico. Entretanto, recentemente foi teorizado que uma
gama de fatores sdo responsaveis por predispor ruptura mesmo sem um evento traumatico que
poderia justifica-la. As alteragdes, como degeneracdo, metaplasia condroide, alteragdo na
matriz extracelular e reducdo no numero de fibroblastos podem ser a resposta para a perda de
elasticidade e resisténcia que causam a lesdo sem que o animal aumente sua carga de trabalho
ou atividade (SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI, 2021).

O colageno do tipo | compde grande parte da cartilagem, sendo responsavel por conferir
resisténcia a forca de tensdo ao ligamento (ICHINOHE et al., 2015). Em animais que
apresentam uma RLCC, foi demonstrado que a composicao da matriz extracelular é diferente
de animais saudaveis. Tal alteracdo reflete na fragilidade do ligamento, uma vez que a
quantidade do colageno tipo | é reduzida, enquanto o colageno tipo Il e Ill e a presenca de
fibroblastos com halos perinucleares expressando o gene SRY-box transcription factor 9
(SOX9) aumentam, caracterizando uma metaplasia fibroblastica, reduzindo sua resisténcia
mecéanica (SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI, 2021). No ligamento rompido uma maior
quantidade de ligacdes de colageno incompletas, glicosaminoglicanos (GAGS) totais e
sulfatados e agua pode ser observada quando comparado a um joelho com o ligamento intacto,
sugerindo que a matriz extracelular do ligamento rompido possui um maior turnover indicado
pelas alteraces nas quantidades de colageno e GAGs presentes (MUIR, 2018) .

A membrana possui celularidade propria, sinovidcitos encontrados espalhados ao longo
dela, desempenhando o papel de manter a saide articular. Existem dois tipos de células
morfologicamente e funcionalmente distintas: tipo A (macr6fagos) imunorreativos com fungéao
fagocitica e tipo B (semelhantes a fibroblastos) que possuem a funcdo de produzir colageno,
fibronectina e hialuronato (MUIR, 2018). Especula-se que quando ocorrem lesdes nos LC, a
exposicdo do colageno ao meio desencadeia uma reacdo imune humoral e celular, instaurando
uma sinovite acentuada pelos sinoviécitos tipo A presentes na membrana, sugerindo que a
ruptura do ligamento pode ter relagio com um componente imunomediado (MUIR, 2018;
SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI, 2021)

A presenca de sinovite cronica reduz consideravelmente a resisténcia do ligamento,
alterando a orientacdo normal das fibras, a organizacédo celular, a matriz extracelular e gera um
infiltrado inflamatdrio ao longo do ligamento (MUIR, 2018). O liquido sinovial contém

imunocomplexos e anticorpos contra o colageno do tipo I e 11, a membrana sinovial inflamada



possui um infiltrado mononuclear e, por vezes, agregados nodulares linfoplasmociticos.
Linfocitos B e T e complexo principal de histocompatibilidade (MHC) tipo Il com morfologia
de células dendriticas também sdo um achado comum (MUIR, 2018). Entretanto, altas
titulacGes de anticorpo podem néo gerar uma ruptura, sugerindo que o componente imunologico
pode contribuir por alterar a resisténcia do ligamento mas néo ser a principal causa da RLCC
(SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI, 2021).

O angulo do plat6 tibial é outro fator que predispée a RLCC. As forcas atuantes na
articulacdo sdo neutralizadas ou reduzidas quanto mais esse angulo se aproxima de 0°, em
contrapartida, quanto mais distante desse angulo a inclinagéo do platd estiver, maior a CTC,
consequentemente, maior a chance de ocorrer uma lesdo. Cées de grande porte sdo mais
afetados quando possuem angulos de 22 a 28°, enquanto animais menores mais predispostos
possuem os angulos de 28,8 a 36,3° (BRIOSCHI; ARTHURS, 2021).

As forcas atuantes na articulacdo diferem durante a movimentacdo do animal,
apresentando forga méaxima quando a animal apoia 0 membro no solo e zeram quando o
membro se desloca de posicdo. Animais com RLCC tendem a manter a articulacéo flexionada
enquanto em estacdo no intuito de poupa-la, enquanto seu quadril e articulacdo do tarso
permanecem mais estendidos, em uma tentativa de compensacao. Tal ato é uma adaptacéo do
animal para estabilizar melhor a articulacéo, reduzir a carga no membro e aliviar a dor. Por
outro lado, a flexdo do membro recruta o grupamento muscular dos flexores do joelho, que por
sua vez, estabilizam a tibia e inibem a translacdo cranial. Esse mecanismo de compensacao
pode ocasionar o desenvolvimento de uma subluxacdo cranial da tibia em relacdo ao fémur
durante a fase da marcha em que ocorre 0 apoio no solo do membro (SPINELLA,
ARCAMONE; VALENTINI, 2021).

A ruptura do LCC causa uma instabilidade articular importante que perpetua a
progressdo da OA. Por vezes, ela esta presente desde o primeiro atendimento, influenciando
diretamente o prognostico do paciente a depender do grau das alteracbes (BINVERSIE et al.,
2022). Em animais que possuem uma ruptura parcial do ligamento, as alteracfes articulares
decorrentes da OA podem causar uma ruptura total pela soma de fatores, como alteragdes da
matriz extracelular, sinovite, resposta imune celular e humoral articular que resulta na
diminuicdo da resisténcia mecanica do ligamento (MUIR, 2018) ao mesmo tempo em que a
carga imposta na articulacdo aumenta em decorréncia do aumento da CTC causada pela
ineficiéncia do ligamento (SCHULZ, 2015), gerando danos as estruturas articulares e o
aparecimento das alteracOes observadas, como ostedfitos, esclerose do 0sso subcondral, efusdo

articular e espessamento da capsula articular (GILBERT et al., 2019). Por consequéncia, a
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progressdo da OA gera uma progressédo da leséo do ligamento e vice-versa, gerando um ciclo
vicioso que perpetua e acelera a progressao de ambos. Tal efeito € o ponto principal do
tratamento da RLCC, seja pela intervencao cirurgica ou pelo tratamento conservador, uma vez

que ambos visam reduzir a progressao da OA.

2.2.2. Principais grupos acometidos

Vaérios fatores estdo associados ao desenvolvimento da afeccdo em cées, como raca,
sexo, idade, peso, castracdo e predisposicdo genética. Todas as racas de cdes podem ser
acometidas, entretanto, os animais com maior probabilidade de romper o ligamento s&o ragas
de médio a grande porte, com peso > 22kg, como Labrador, Newfoundland, Rottweiler e
American Staffordshire Terriers. Dentre estas, acredita-se que fémeas sdo mais afetadas que
machos, havendo também diferenca significativa caso o animal seja castrado ou esta acima do
peso, aumentando as chances de uma ruptura (SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI,
2021).

A lesdo do LCC é comum em cdes, surgindo em torno dos 2-10 anos de idade. Em
animais mais jovens, até os 4 anos, a lesdo traumatica € a mais comum, enquanto em animais
mais velhos, 0 rompimento espontéaneo decorrente de uma degeneracao articular ocorre com
maior frequéncia (SPINELLA; ARCAMONE; VALENTINI, 2021).

Nos animais de menor porte (<15kg), o aparecimento do quadro difere, acometendo
principalmente animais mais velhos, variando entre 0s 5 aos 9 anos de idade, sendo as racas
mais acometidas os West Highland White terrier, poodle toy e miniatura e Yorkshire Terrier
(BRIOSCHI; ARTHURS, 2021).

2.2.3. Diagnostico

O diagndstico da RLCC ¢ clinico, baseado na juncdo dos achados do exame fisico
ortopédico e histérico do paciente em conjunto com os exames de imagem. Os animais podem
apresentar um histérico de inicio subito de claudicagéo, que tende a diminuir em 3 a 6 semanas
apos o episddio inicial, podendo ou nao apoiar o peso do corpo no membro acometido, exceto
em casos em que 0 menisco também é acometido, nesses casos a claudicacdo s6 melhora ap6s
intervencao cirdrgica. Quando a leséo é crbnica, o paciente pode apoiar o membro parcialmente
e apresentar um histdrico de claudicacdo de longa data, com dificuldade em levantar ou se
sentar, e uma tendéncia do animal de sentar-se com 0 membro acometido virado para o lado de

fora do corpo e em extensdo. A lesdo cronica esta associada a OA que se instaura apds a ruptura
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do ligamento. Outro relato comum € de uma piora na claudicacdo ap06s exercicio ou quando o
animal acorda (SCHULZ, 2015).

2.2.4. Exame fisico

Animais frequentemente relutam em deixar o avaliador observar o membro devido a
dor. Uma efuséo articular pode ser palpada durante o exame fisico proximo ao tenddo patelar.
Outros sinais clinicos observado sdo: a atrofia dos musculos da coxa vista em pacientes que
apresentam um quadro crénico, uma crepitacdo que pode ser sentida na articulagdo quando
flexionada/estendida, além de um aumento no didmetro da superficie articular medial causada
pela formacdo de ostedfitos nas cristas trocleares e de tecido fibroso no condilo medial e na
tibia proximal. Devido a proliferacdo do tecido fibroso na articulacéo, a instabilidade articular
em sentido cranio caudal pode ser mais dificil de se demonstrar no exame fisico. Em rupturas
parciais 0s sinais sdo menos evidentes, uma vez que a instabilidade articular é inicialmente
compensada por uma das bandas do ligamento, e 8 medida que o rompimento progride os sinais
ficam mais evidentes. A confirmacdo do diagnostico envolve a jungdo dos sinais clinicos,
historico do animal e os achados do exame fisico e de imagem (SCHULZ, 2015).

Durante o exame fisico, € importante que o avaliador observe a marcha do animal, em
especial se existe algum grau de deambulacéo, claudicacéo (Park et al. 2024) e/ou presenca de
dor (MONTEIRO et al., 2023). A claudicacdo nos membros pélvicos pode ser uni ou bilateral
com um ou o0s dois membros sendo poupados durante a movimentacdo. Normalmente animais
com uma claudicacdo bilateral apresentam uma tendéncia a mudar a distribuicdo do peso
corporal inclinando-se para a frente, estendendo seu pesco¢o e abaixando a cabeca. Outros
sinais mais sutis observados séo atrofia da musculatura do membro afetado, a rotagdo externa
do membro acometido quando o animal caminha e ao sentar-se 0 membro acometido é
posicionado em abducéo, reduzindo a flexao da articulacdo (MUIR, 2018).

Um dos testes realizados para a avaliacdo articular é o teste de gaveta, que consiste em
provocar um deslocamento craniocaudal na articulacdo acometida, sendo este diagnostico de
ruptura do ligamento. O teste é realizado com o paciente em decubito lateral, enquanto o
avaliador permanece atras dele. O avaliador posiciona uma de suas maos sobre o fémur distal
do animal, com o polegar atrds da fabela e o dedo indicador sobre a patela, os demais dedos
envolvendo a coxa, enquanto a outra mao permanece na tibia, com o polegar atras da cabeca da
fibula e o indicador sobre a crista tibial com os dedos restantes envolvendo a diafise da tibia.
Posicionadas as maos, o avaliador estabiliza o fémur enquanto move a tibia em sentido cranial,
paralelo ao plat6 tibial. Durante todo o exame, a tibia deve ser mantida em uma posi¢do neutra

a fim de ndo confundir a rotacdo interna com um sinal positivo do teste de gaveta cranial. O
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joelho deve ser avaliado em flexdo de 90° e em extenséo total do membro. Espera-se em um
animal com sinal de gaveta positivo ocorra deslocamento da articulacdo acima do padréo, ou
seja, acima de 0 a 2 mm em animais mais velhos e em animais jovens o deslocamento pode
chegar a5 mm, sendo a ruptura confirmada pela auséncia de uma parada abrupta no movimento
que seria originada pelo LCC (SCHULZ, 2015).

Figura 2 - Teste de gaveta para diagnosticar rupturas do
ligamento cruzado cranial. O exame verifica a limitacéo do
movimento em sentido cranial da tibia exercida pelo

ligamento cruzado cranial (Fonte: Fossum, 2015).

Outro teste utilizado € o de compressao tibial, onde o paciente pode estar em decubito
lateral ou em estacdo. O examinador posiciona-se atras do animal, com a méo localizada acima
da articulacdo, em superficie cranial, segurando o quadriceps distal. O dedo indicador é
posicionado sobre a patela, com a ponta tocando a crista tibial. A outra méo segura a regido do
metatarso na superficie plantar. O membro é entéo estendido moderadamente e a mao de baixo
flexiona o tarso enquanto a de cima evita uma flex@o do joelho. A ponta do dedo indicador da
mdao superior é utilizada para sentir um deslocamento cranial da crista tibial enquanto o
movimento é realizado. Em uma articulacdo saudavel, a mao superior deve sentir a pressao
exercida pela patela, enquanto na ruptura, o examinador sente um deslocamento da crista da
tibia em sentido cranial. Tal movimento deve-se a pressao cranial exercida na tibia pelo
musculo gastrocnémio (SCHULZ, 2015).
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Figura 3 — Teste de compressdo tibial para diagnostico de
rupturas no ligamento cruzado cranial. O exame mimetiza o
movimento fisioldgico durante a caminhada do paciente,
sendo imprescindivel durante a avaliacdo de pacientes com
suspeita de RLCC (Fonte: Fossum, 2015).

O diagnostico em animais com ruptura parcial é mais desafiador, uma vez que a
instabilidade articular pode néo ser observada ou estar presente em menor grau. No teste de
gaveta a instabilidade pode ser percebida em menor grau com o joelho em uma posicéao de 90°,
com a presenca de uma parada suave do movimento, mas quando estendido a instabilidade pode
desaparecer (MUIR, 2018). J& o teste de compresséo tibial pode demonstrar a instabilidade
quando o avaliador testa diferentes angulos de flexdo do joelho (SCHULZ, 2015). Qualquer
grau de instabilidade articular durante os testes é diagndstico de ruptura do ligamento,
entretanto, a instabilidade articular pode ainda ndo estar presente, ou ser minimamente
perceptivel, com alteragdes sutis durante o exame fisico, desse modo, a associa¢do a exames de
imagem com presenca de efusdo sinovial e formagdo de osteofitos e histdrico clinico auxiliam
seu diagndstico (MUIR, 2018).

2.2.5. Exames de imagem

As alteracOes radiograficas nos pacientes com suspeita de ruptura do ligamento sao
inespecificas, podendo ser observadas em outras afec¢fes causadoras de osteoartrite. Os
achados mais comuns nas rupturas sao a compressdo, em aspecto cranial articular, do coxim

gorduroso do joelho, espessamento da capsula articular, esclerose subcondral, efuséo articular,
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fibrose medial e formacdao de ostedfitos ao longo da crista troclear, da superficie caudal do platd
e do polo distal patelar, que podem ser visualizadas como uma extenséo da cépsula articular
caudal (SCHULZ, 2015).

O uso da ultrassonografia pode ser benéfico devido a alta disponibilidade, boa relacédo
custo-beneficio e facilidade na execucéo. O achado mais comum em animais que apresentam
uma RLCC aguda ¢ a efuséo articular moderada a severa, com o fluido apresentando maior
ecogenicidade caso uma hemartrose esteja presente. Nos casos crénicos, podem ser observadas
hipertrofia sinovial, irregularidades na superficie dssea, espessamento do LCC com retracdo
nos pontos lesionados e presencga ou nédo de efusdo, sendo menos evidente que nos casos agudos
(MUIR, 2018).

A utilizacdo da ressonancia magnética (RM) tem como vantagem o diagnostico precoce
de artropatias, como a sinovite, degeneracdo do 0sso subcondral, e alteracbes nos meniscos e
cartilagem articular, guiando a terapéutica do paciente, oferecendo um prognéstico mais preciso
enquanto avalia a eficacia do tratamento. A membrana sinovial pode ser observada mais
espessa, semelhante a um nddulo ou massa, principalmente em casos mais cronicos. Alteracdes
0sseas, como ostedfitos sao diferenciados por sua localizacdo na superficie dssea, apresentando-
se com uma intensidade de sinal moderada a baixa e sem presenca de uniformidade observada
em um osso normal. O ligamento lesionado tem sua intensidade de sinal aumentada, podendo
ser observadas alteracdes em sua morfologia e irregularidades em sua superficie. A juncdo dos
achados na membrana e liquido sinovial, superficie 6ssea e morfologia do ligamento
corroboram para o diagnostico de uma deficiéncia do LC aguda. Em casos cronicos, o LCC
pode n&o ser visivel ou como uma estrutura de baixa intensidade que ndo apresenta a morfologia
usual do ligamento. Apesar de possuir diversas vantagens, a utilizacdo da RM deve ser
ponderada levando em consideracdo fatores externos como custos, disponibilidade e
necessidade de sedacdo do paciente para realizar o exame, ndo sendo recomendada em todos 0s
casos (MUIR, 2018).

Um procedimento de grande valia durante a avaliacao do joelho € a artroscopia, podendo
ser utilizado como método diagndstico ou de tratamento. As alteragdes articulares que podem
ser observadas pela técnica envolvem a visualizagdo da ruptura, fibrilagdo ou alteragdo em sua
coloracgéo, possibilitando também a avaliagdo dos meniscos. A artroscopia permite avaliar o
rompimento parcial do ligamento cranial e avaliar o grau de osteoartrite de maneira mais efetiva
gue comparado as outras modalidades de exames de imagem. Quando utilizada como forma de

terapia, ela possibilita a remogéo de restos do ligamento, reconstrucdo, tratamento de lesdes
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concomitantes nos meniscos e realizacdo de artroplastia por abrasdo e microfratura (SCHULZ,
2015).

2.3. Tratamento

O padrdo ouro para tratar a ruptura do ligamento é a intervencao cirdrgica, uma vez que
esse é 0 Unico método que corrige a instabilidade articular de maneira efetiva e diminui a
progressdo da OA (SCHULZ, 2015). Em casos especificos de animais que possuem outras
comorbidades ou ndo podem ser operados, seja por risco anestésico ou por opg¢do dos tutores,
o0 tratamento conservador pode ser utilizado para melhorar a qualidade de vida desses pacientes.
Cées de menor porte suportam bem a segunda opc¢éo, podendo ter boa qualidade de vida ap6s
o final do tratamento, entretanto ao longo do tempo a degeneracéo articular progride de maneira
mais rapida que em animais operados. Animais de porte médio a grande ndo suportam bem o
tratamento conservador, visto que as alteracdes articulares progridem de maneira mais rapida
que em animais menores. A OA ird ocorrer independente da opcdo escolhida, porém, a
intervencdo cirurgica é o padrdo ouro, pois permite que o animal retorne as atividades mais
rapidamente e reduz a velocidade da progressdo da degeneracdo articular (BRIOSCHI,
ARTHURS, 2021).

2.3.1. Tratamento cirdrgico
As intervencdes cirdrgicas podem ser realizadas através de técnicas de reconstrucao intra-
articular, estabilizacdo extracapsular e osteotomia, sendo a escolha baseada na experiéncia do

cirurgido, custos e tamanho do paciente (SCHULZ, 2015).

2.3.1.1. Técnicas intra-articulares

As técnicas intra-articulares consistem em passar um tecido autégeno pela articulacao,
ou por orificios previamente perfurados no fémur. Usualmente, o tecido escolhido é a fascia
lata obtida do proprio paciente devido a sua resisténcia e menor probabilidade de rejeicéo.
Tecidos sintéticos podem ser utilizados, entretanto possuem a desvantagem de poder causar
uma reacgdo local, se romperem ou se distenderem. A vantagem desse tipo de técnica é o fato
dela mimetizar com maior acuracia a fun¢ao normal do ligamento, entretanto sdo mais invasivas
e propensas a ruptura ou rejeicdo do enxerto (SCHULZ, 2015). Devido a isso, tem-se optado
pelas técnicas de osteotomia, como o0 avanco da tuberosidade tibial (TTA) ou o nivelamento do
platd tibial (TPLO), fazendo com que as técnicas intra-articulares comecem a cair em desuso
(BRIOSCHI; ARTHURS, 2021).
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2.3.1.2. Técnicas extracapsulares

Técnicas extracapsulares envolvem o posicionamento de uma sutura externa a
articulacdo ou redirecionamento do ligamento colateral lateral de forma a envolvé-la,
restringindo o movimento de translagdo cranial da tibia em relacdo ao fémur, suportandoa CTC,
mimetizando a funcéo do ligamento cruzado cranial. Existem mais de um tipo de técnica de
reparo extracapsular, a variacdo nos pontos de ancoragem reflete na mobilidade articular. Os
materiais utilizados podem ser compostos de nylon, fio ortopédico, ou sutura ortopédica
entrelacada, podendo ser amarrados ou conectados a uma dobra. O sucesso do procedimento
depende da formagéo de tecido fibroso periarticular para ancorar a articulagéo a longo prazo,
uma vez que a sutura € uma ancoragem temporaria (BRIOSCHI; ARTHURS, 2021).

2.3.1.3. Técnicas de osteotomia

Em uma articulacdo normal, a estabilizacdo articular é alcangada de forma indireta pelos
ligamentos, meniscos e pela capsula articular e de forma direta pelos musculos e tenddes
(SCHULZ, 2015). A osteotomia de nivelamento do platé tibial (TPLO) atinge a estabilidade
articular por meio de uma estabilizacdo dinamica, alterando a mecanica da articulagéo,
nivelando o platd tibial a uma angulacdo que neutralize a CTC. O procedimento consiste em
realizar uma osteotomia radial na regido tibial proximal, o qual é ent&o rotacionado até obter o
angulo desejado de 5 a 7°, redirecionando o angulo da compressdo tibial de cranio-proximal
para caudal ou neutro onde a compressdo tibial caudal pode ser controlada de maneira efetiva
pelo ligamento cruzado caudal e pela musculatura. O ponto negativo deste procedimento deve-
se ao fato dele ndo ser capaz de controlar a rotacgdo tibial interna, outra fungdo do ligamento
cruzado cranial, produzindo um desvio axial. (BRIOSCHI; ARTHURS, 2021; SCHULZ,
2015).

A TTA é realizada através de um avanco na crista tibial que ndo sustenta o peso do
animal. O procedimento foi descrito pela primeira vez em 2002 no intuito de reduzir a CTC ndo
pelo nivelamento do platé tibial, mas sim pelo angulo do tenddo patelar, localizado entre o
ligamento patelar e o plat6 tibial, onde um &ngulo maior que 90° gera a CTC. A articulacéo é
estabilizada por esta técnica atraves de uma osteotomia no plano frontal da tibia, avancando a
tuberosidade tibial juntamente com o ligamento patelar em sentido cranial até o angulo do
tenddo patelar atingir 90° em extensdo méaxima articular durante a sustentacdo de peso do
animal, aliviando a pressdao no ligamento rompido. A forma “classica” do procedimento

envolvia a fixacao atraves de uma placa de tensdo e de um cage. A técnica foi modificada e as
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placas foram removidas, sendo a estabilizacdo da tuberosidade dependente somente do cage.
Uma das vantagens da técnica é uma taxa de inflamacéo do ligamento patelar pds operatoria
menor quando comparado a TPLO (BRIOSCHI; ARTHURS, 2021; SCHULZ, 2015), enquanto
suas desvantagens sdo possiveis fraturas dsseas, falhas nos implantes, seromas e infeccdes no
local da incisdo (WOLF et al., 2012).

2.3.2. Tratamento conservador

Em animais que possuem alguma restricdo ao procedimento cirdrgico, como
comorbidades, restri¢fes financeiras ou negativa a intervencao cirdrgica por parte dos tutores,
o0 tratamento conservador pode ser uma opcao para tentar melhorar a qualidade de vida dos
pacientes que possuem uma RLCC. O tratamento consiste em repouso absoluto durante 4 a 8
semanas e uso concomitante de anti-inflamatorios nédo esteroidais (AINESs) por 10 a 14 dias,
sendo seu uso prolongado com administracdo intercalada de dias caso necessario, podendo ser
associado ou ndo o uso de Orteses e fisioterapia. Os animais menores possuem uma taxa de
recuperacdo de 85 a 90%, enquanto nos maiores essa taxa varia entre 19 e 78%, entretanto o
tempo decorrido para uma melhora clinica ndo é bem definido. E importante salientar que todos
0s animais que realizam o tratamento ainda possuem evidéncia de degeneragéo articular nos
exames de imagem, visto que a deformidade articular ndo é corrigida (BRIOSCHI; ARTHURS,
2021). Independentemente da modalidade escolhida, a taxa de sucesso do manejo conservador
permanece incerto, especialmente para animais de porte grande, a0 mesmo tempo em que se
sabe que o animal ira se recuperar mais lentamente e seguira apresentando outras alteracdes,
como perda de massa muscular no membro afetado, grau variavel de claudicacdo e OA
(BRIOSCHI; ARTHURS, 2021; KWANANOCHA et al., 2024). O sucesso do tratamento
conservador envolve a associagdo entre a reducao da injuria articular ao mesmo tempo em que
se tenta evitar a evolucdo da OA. Existem ainda diversas variacdes do tratamento com
diferentes finalidades, como controlar a inflamacéo e dor articular utilizando plasma rico em
plaguetas (PRP) (COOK et al., 2016; RAULINAITE et al., 2023) promover regeneracdo do
ligamento (CANAPP et al., 2016) e protecdo da articulacdo com células tronco mesenquimais
(MSC) (MUIR et al., 2016), contencdo fisica e prote¢cdo do membro com orteses (HART et al.,
2016), controle do sobrepeso do animal (WUCHERER et al., 2013) e fisioterapia (SPINELLA,
ARCAMONE; VALENTINI, 2021).

Uma vez que a deformidade articular ndo é corrigida pelo tratamento conservador, a OA
gerada pela RLCC deve ser um ponto de atengéo no planejamento do tratamento, visto que ela

desencadeia a sinovite, formacdo de osteofitos, perda progressiva da cartilagem articular e
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remodelamento do osso subcondral, que juntos culminam na perda da funcdo do membro
devido a dor e a rigidez articular. A fisioterapia atua inibindo o ciclo da OA, evitando assim
que a cascata de eventos se perpetue (MILLE; MCCLEMENT,; LAUER, 2022). Em animais
que realizaram o tratamento conservador, a fisioterapia visa melhorar a qualidade de vida
através da reducdo da dor, prevencdo da perda de musculatura, evitando os mecanismos de
compensacdo do membro, diminuindo assim desajustes posturais (MUIR, 2018). O sobrepeso
é um fator que influencia diretamente a RLCC e a gravidade da OA que a segue (SPINELLA,;
ARCAMONE; VALENTINI, 2021). Sozinha, a reducdo no peso do paciente pode melhorar
clinicamente a funcdo do membro afetado e reduzir os efeitos deletérios observados na
radiografia, quando utilizada em conjunto com a fisioterapia, pode auxiliar no tratamento
conservador melhorando sua qualidade de vida (WUCHERER et al., 2013). O PRP pode ser
indicado em casos em que o animal ndo tolera a administracao de anti-inflamatérios ou quando
0 uso crénico deles oferece algum risco a saide do paciente. Cook et al. (2016) utilizaram o
PRP em animais com RLCC e lesdo em menisco induzidas cirurgicamente e concluiram que
seu uso pode auxiliar na regeneracdo do ligamento e reduzir a sinovite que sucede a ruptura do
ligamento, diminuindo a dor dos pacientes e melhorando a funcdo do membro afetado.
Raulinaté et al. (2023) compararam a eficacia do PRP quanto a dor, funcdo do membro e
inflamacéo do joelho de animais com RLCC de ocorréncia natural frente ao uso de AINEs e
perceberam tanto a analgesia quanto a claudicacdo do grupo tratado com PRP foram melhores
nos animais tratados com AINEs ao final do periodo avaliado. Enquanto os farmacos
apresentaram seu pico de eficacia nos primeiros 14 dias, os animais do grupo da PRP
apresentaram uma melhora mais evidente e duradoura quanto ao grau de claudicacdo e
mobilidade do membro. E interessante notar que o uso do PRP pode ser benéfico para casos
especificos, apesar do inicio do efeito anti-inflamatério ocorrer mais lentamente em
comparacgdo aos AINEs, seu efeito dura por mais tempo e ndo apresenta reacdes adversas
(COOK et al., 2016; RAULINAITE et al., 2023).

O tratamento conservador possui ainda outra limitagéo referente ao uso prolongado de
AINEs para o controle da dor dos pacientes. Apesar de pequenos de inicio, os efeitos do anti-
inflamatério podem acumular-se ao longo do tempo. O trato gastrointestinal é o mais
frequentemente associado aos efeitos adversos dos AINEs, sinais como vomito, inapeténcia,
diarreia e ulceras gastrointestinais sdo observados em casos de intoxicacdo. Sinais mais graves
como, lesdo renal e coagulopatias também podem estar associados ao uso dos farmacos,
especialmente em cées idosos que apresentam comorbidades hepéticas, cardiacas ou renais
(INNES; O’NEILL; LASCELLES, 2010; LAWSON; WALTON, 2019).
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2.3.3. Progndstico

Animais que iniciaram o tratamento mais cedo possuem uma maior chance de retornar
as atividades mais rapidamente, enquanto animais que apresentam uma degeneracdo cronica
possuem uma gama de outras alteracbes atreladas a OA. Em todas as modalidades de
tratamento, o objetivo é a melhora da qualidade de vida do animal e o atraso da inevitavel
progressdo da OA. Animais que passam por um tratamento conservador podem voltar a ter uma
vida “normal” dentro de poucas semanas, especialmente se forem de porte menor (<15kg),
entretanto o periodo de recuperagdo é mais longo, a OA progride mais rapidamente e a atrofia
muscular é mais acentuada do que em animais que passam pelo procedimento cirdrgico
(BRIOSCHI; ARTHURS, 2021).

A intervencdo cirdrgica apresenta bons resultados quanto ao tratamento da RLCC, com
uma taxa de sucesso que varia de 85-90% (SCHULZ, 2015), entretanto ela também possui suas
limitacdes, uma vez que podem ocorrer complicacdes no pds-operatério dos pacientes, como
tendinite patelar, fraturas &sseas, falha de implantes, infeccdes no local de incisdo
(WUCHERER et al., 2013), lesGes secundarias no menisco, artrite séptica, osteomielite e
persisténcia de instabilidade articular, seromas e deiscéncia de pontos (BERGH; PEIRONE,
2012; COSTA et al., 2017). Além disso, mesmo sendo operado, com o0 passar dos anos pode
haver um declinio nas atividades do paciente, um aumento da incapacidade de locomocéo,
incémodos em climas frios e rigidez de membros relacionados a progressdo da OA (SCHULZ,
2015).

Visando a melhora na qualidade de vida dos pacientes que ndo podem ser operados e a
reducdo da progressdo da OA, o tratamento conservador utilizando células tronco
mesenguimais (MSC) foi pensado como alternativa aos métodos tradicionais, uma vez que ele
é pouco invasivo, auxilia na regeneracdo do ligamento (CANAPP et al., 2016), reduz a reacédo
inflamat6ria na articulagdo (MUIR et al., 2016) e auxilia no controle da dor de forma
semelhante aos AINEs (TARONI et al., 2017).

2.4. Células tronco

As MSCs séo células indiferenciadas com alta capacidade de multiplicacdo presentes
em virtualmente todos os tecidos mesenquimais derivados do mesoderma como tecido adiposo,
placentario, polpa dental, corddo umbilical e tecido conectivo cutaneo, podendo diferenciar-se
em varias linhagens celulares in vivo, a depender do local de origem, como ostedcitos,

condracitos, adipdcitos e mioblastos. In vitro elas podem ser induzidas a se diferenciar em
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outras linhagens endodermais, como hepatécitos e células pancredticas além de linhagens
ectodermais, como astrocitos e células epiteliais. Tal plasticidade deve-se ao fato de as células
serem responsivas ao ambiente em que se encontram, produzindo linhagens diferentes. A
terapia celular tem emergido como uma forma alternativa aos tratamentos convencionais devido
ao seu potencial imunomodulatério, principalmente em doencas inflamatdrias locais ou
sistémicas (BAOUCHE et al., 2023).

As MSCs sdo um grupo heterogéneo de células multipotentes caracterizadas por sua
habilidade de multiplicacdo. Sua caracterizacéo é baseada em trés fatores: aderéncia ao plastico,
diferenciacdo em ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos em cultura e presenca de marcadores de
superficie celular especificos positivos, como CD29, CD44, CD73, 90 e 105 e negativos para
CD45, 34, 14, 11b, 19 ou CD79a- e HLA-DR- (BAOUCHE et al., 2023; DOMINICI et al.,
2006).

Mesmo quando aplicadas por via endovenosa, as MSC possuem a capacidade de migrar
para locais de inflamacédo através de um mecanismo de homing que as atrai por quimiotaxia,
semelhante a acdo dos leucdcitos. Elas utilizam moléculas de adesdo para se ligar aos locais
que apresentam lesdo isquémica ou sitios de inflamacdo, onde migram para o intersticio e se
incorporam ao microambiente local (CHAVAKIS; URBICH; DIMMELER, 2008).

Acreditava-se que a principal vantagem da terapia com MSC seria a possibilidade de
renovacao tecidual local através da capacidade delas em se diferenciar e substituir o tecido
danificado, entretanto, foi observado que somente uma pequena porcdo dessas células
transplantadas desempenha tal funcéo, ndo justificando o efeito observado nos pacientes. Foi
entdo sugerido que a principal funcdo das células seria a liberacdo de fatores que auxiliam o
reparo tecidual de maneira indireta através de um efeito paracrino (IVANOVSKA et al., 2022).
As MSC modulam a resposta inflamatoria no organismo através da sintese e secrecdo de
moléculas anti-inflamatdrias e mediadores da inflamagdo, como a interleucina 6 (IL-6), fator
estimulador de macrdéfagos, interferon gama (IFNy), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) além
de controlar a maturacdo de mondcitos. Elas auxiliam no reparo tecidual por secretarem
moléculas bioativas que promovem angiogénese, inibem a formacdo de tecido fibroso, e
estimulam a diferenciagéo tecidual local (BAOUCHE et al., 2023).

A angiogénese promovida pelas células tronco desempenha um papel fundamental na
reparacao tecidual, uma vez que o aporte sanguineo € extremamente necessario para a
oxigenacdo local. Algumas das moléculas secretadas pelas MSC que foram identificadas como
promotoras da neovascularizagéo sdo o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator

de crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), angiopoietina-1, quimiocina ligandina 2 (CCL2), IL6,
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fator de crescimento placentdrio e proteina rica em cisteina indutora de angiogénese 61
(BAOUCHE et al., 2023).

As celulas tronco agem localmente interagindo diretamente com as células por
intermédio de nanotubos ou ancoragem via receptor celular, transferindo moléculas e outras
organelas. O recrutamento de células tronco enddgenas se da através da secrecdo de
quimiocinas, como o fator estimulante de queratindcitos, metaloproteinases de matriz nove
(MMP9), bFGF, MMP22 e fator de crescimento de hepatocitos (HGF), CXCL12 ou CCL5, que
estimulam a regeneracao local. Outra capacidade dessas células é de regular a apoptose através
da reducdo do estresse oxidativo pela liberacdo de heme oxigenase-1 ou eritropoietina e
producdo de outros fatores como o proprio HGF, bFGF e fator estimulante semelhante a
insulina 1 (IGF1). Sistemicamente, a secrecdo de fatores troficos, no microambiente ou
carreados através de vesiculas extracelulares, como a indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
antigeno leucocitario humano 5 (HLAGS5), prostaglandina E2 (PGE2), TNFa, IL-6 e
antagonista do receptor IL-1 modulam a resposta imune do animal (BAOUCHE et al., 2023).

As células tronco possuem diversos usos em doencgas autoimunes, como a atopia canina,
doenca intestinal inflamatoria, asma felina, gengivoestomatite cronica felina, doencas
articulares como OA, osteocondrite, tendinite e ruptura de ligamentos (BAOUCHE et al.,
2023), doengas neuroldgicas como nas sequelas causadas pelo virus da cinomose canina
(CHOPP; LI, 2002), doenca renal cronica (GRANGE et al., 2019) e doencas oculares
(FALCAO et al., 2020; VILLATORO et al., 2015).

2.4.1. Tratamento da RLCC com células Tronco

As celulas tronco mesenquimais atuam de diferentes formas nas lesGes articulares,
possuindo a capacidade de se transdiferenciar em condrdcitos in vivo, além de produzirem um
efeito paracrino anti-inflamatério. As MSC auxiliam no recrutamento de células tronco que ja
estdo presentes no local da injdria a se diferenciarem além de secretar diversas moléculas
bioativas melhorando a taxa de renovacgéo tecidual local (FILARDO et al., 2016).

As MSC representam uma opg¢éo vidvel no tratamento de rupturas parciais do ligamento
cruzado cranial uma vez que elas podem ser utilizadas para auxiliar a regeneragéo do ligamento,
melhorar a fungdo do membro (CANAPP et al., 2016) e auxiliar no controle da dor (TARONI
et al., 2017). A principal funcdo das MSC é auxiliar o corpo do animal a se regenerar, apesar
de nem todas as células transplantadas se diferenciarem em condrécitos, elas possuem a
habilidade de induzir a diferenciagdo das MSC locais em condrdcitos, promover angiogénese e

reduzir a apoptose de células locais atraves de sua acao paracrina. Por meio desta propriedade
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também, as MSC reduzem a inflamac&o local, inibindo a ativacédo e diferenciagdo de linfocitos
T e B e a cascata inflamatdria e reduzem a dor do paciente. Ao longo dos anos, pesquisadores
voltaram sua atencdo a reacdo inflamatdria que precede a ruptura do ligamento cruzado, uma
vez que foi demonstrado que tal reacdo pode acarretar em diversas alteracdes degenerativas na
matriz extracelular, metabolismo celular e, por consequéncia, a resisténcia mecénica do
ligamento parcialmente rompido (MUIR, 2018; MUIR et al., 2016).

Muir et.al, (2016) avaliaram os marcadores inflamatdrios presentes na circulacéo e no
fluido sinovial de animais apresentando uma ruptura do ligamento cruzado cranial e uma
ruptura parcial no membro contralateral antes e ap6s a aplicacdo das MSC e constataram uma
reducdo nos niveis de linfécitos T CD8" e proteina C-reativa (CRP) circulantes e um aumento
nos niveis de Interleucina 8 (IL-8). No liquido sinovial, foi demonstrado uma reducéo nos niveis
de IFNy e de CRP. A proteina C-reativa € um marcador inflamatério produzido pelos
hepatdcitos e regulada principalmente pela IL-6 que normalmente esta aumentado em animais
que apresentam condicdes de inflamag&o, como no caso da ruptura parcial ou total do ligamento
cruzado e tende a diminuir apds tratamento bem-sucedido, podendo ser um marcador da
gravidade da sinovite/OA. Apesar de ndo ser bem elucidada, a resposta imune nos pacientes
tratados com MSC tendeu a reduzir, apesar dos niveis de IL-8 permanecerem altos mesmo apds
oito semanas do tratamento, especialmente em animais que possuiam uma ruptura parcial do
ligamento. A IL-8 € um agente pro-inflamatério e angiogénico responsavel por atrair por
guimiotaxia neutréfilos e macrofagos aos sitios de inflamacéo e esté relacionada com o risco
de uma ruptura no membro contralateral, sugerindo que a acdo das MSC envolve uma
complicada rede de modulacdo da resposta inflamatéria uma vez que elas mesmas sao atraidas
pela IL-8 ao local de inflamacdo e uma vez |4, também a secretam. Uma possivel explicacdo
para esta observacao € que a secrecao da IL-8 por parte das MSC possui outra funcéo, estando
relacionada a polarizacdo dos macréfagos do tipo M2 que auxiliam o reparo tecidual e tém
propriedades anti-inflamatorias (Figura 4), uma vez que a correlacdo entre os niveis de CRP e
IL-8 circulantes observados no estudo reduziu apos a aplicagcdo (RIVAS et al., 2023; YUNNA
et al., 2020). Células tronco possuem a capacidade de modular a inflamacéo reduzindo a
secregdo de citocinas prd-inflamatdrias, como IL-1p, IL-6, TNFa e IFNy, além de aumentarem
a diferenciacdo de células T reguladoras como CD4+, CD25+ e FoxP3+, responsaveis por
secretar fatores anti-inflamatérios como IL-10 e TGF-B que desempenham um papel
fundamental na regulacdo da resposta imune do animal. Depois de aplicadas, as células tronco
induzem a reducédo da reposta imune do animal diretamente por meio da secrecdo ativa de

interleucinas e indiretamente pela acdo das células que se diferenciaram por meio de sua agédo
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paracrina. Estas regulam a diferenciacdo de células T CD4" reduzindo os efeitos negativos

produzidos pela resposta imune principalmente dos tipos Thl e Thl7 e perpetuam o efeito

gerado pela aplicacdo das MSC (PARK et al., 2016).
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Figura 4 - Fatores secretados pelas células tronco mesenquimais: A IL-8 é
secretada juntamente com outros fatores anti-inflamatérios como a IL-10 e

PGEZ2, alterando a polarizacdo dos macrdfagos presentes no local inflamado

para o tipo M2 que auxilia no reparo tecidual (Fonte: Rivas et al., 2023).

Outra vantagem na utilizacdo de MSCs é a possibilidade da substituicdo ao uso de AINES

no pos-operatério imediato. Os anti-inflamatorios sdo amplamente utilizados no pds-operatorio

de animais que passam por cirurgia de estabilizacdo da articulacéo do joelho por controlarem a

reacdo inflamatoria local e a dor. Em um estudo comparativo, um grupo de cées tratados com

uma Unica dose de MSC ap6s a TPLO ndo apresentou diferencas significantes quanto a dor

guando comparado ao grupo que recebeu tratamento com anti-inflamatério no pés-cirurgico.

Ambos os grupos apresentaram um manejo adequado durante todo o estudo, entretanto, uma

diferenca significativa foi observada quanto a cicatrizacdo 0ssea do grupo tratado com MSCs,

onde em M1 (30 dias) foi observado um resultado superior do grupo tratado em comparagéo ao

grupo controle, e em M2 (60 dias), todos os animais do grupo das MSC s apresentaram completa

cicatrizagdo enquanto nenhum do grupo do anti-inflamatério tinha apresentado (TARONI et

al., 2017).
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Canapp et al. (2016) avaliaram a eficcia do tratamento da RLCC utilizando uma Unica
aplicacdo de MSC associadas ao PRP, sendo observada uma melhora na anélise objetiva da
marcha dos pacientes, uma remissdo parcial ou completa da ruptura com presenca de
neovascularizacdo local e distribui¢cdo normal das fibras do ligamento nos locais previamente
lesados. Foi observado também que os animais apresentaram uma melhora na qualidade da
marcha apds 90 dias da aplicacdo das células tronco (CANAPP et al., 2016).

O uso das MSC pode ser promissor no tratamento da ruptura do ligamento cruzado cranial,
entretanto, mais estudos sdo necessarios na area, uma vez que ha uma discrepancia entre 0s
achados, com variagdo de doses e falta de acompanhamento em longo prazo dos animais
tratados (FILARDO et al., 2016). E sugerido que uma unica aplicacdo das MSCs pode ser
efetiva no controle da dor (TARONI et al., 2017), reacdo inflamatéria (MUIR et al., 2016),
pode auxiliar na regeneracdo do ligamento (CANAPP et al., 2016), além de estabilizar a
progressdo da OA a longo prazo, promovendo uma melhora na qualidade de vida dos animais
(CABON et al., 2019), podendo substituir a utilizacdo de outras medicagdes (CANAPP et al.,
2016) ou procedimentos, sendo benéfica em casos especificos. Entretanto, vale ressaltar a
necessidade de padronizacdo dos estudos na area para validar a utilizacdo das MSC no reparo
do ligamento cruzado cranial ou como substituto aos farmacos utilizados rotineiramente
(FILARDO et al., 2016).

Em virtude das limitages do tratamento conservador convencional e necessidade de
alternativas para animais que, por algum motivo, ndo podem ser submetidos a uma intervencgéo
cirurgica, o presente trabalho buscou avaliar a eficacia de uma unica aplicacdo de MSC no
controle da dor e na melhora da funcdo de membro afetado de cées que apresentaram uma
RLCC parcial em um periodo de 30 dias.
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3. Materiais e métodos

3.1. Selecéo de casos

3.1.1. Animais

Prontuérios de cdes atendidos na clinica veterinaria Saint Germain (Floriandpolis - SC)
pelo médico veterinario ortopedista Evandro Barreto, entre os anos de 2021 e 2023 com
diagnostico de ruptura parcial do ligamento cruzado cranial foram selecionados e analisados
quanto a eficécia da utilizacdo das MSC no tratamento conservador e no impacto da qualidade
de vida dos pacientes tratados quanto as escalas de dor e de claudicacéo.

Os critérios de inclusdo foram: histérico de claudicacdo inferior a 15 dias, testes de
gaveta e compressao tibial positivos e auséncia de ruptura total do ligamento, os casos excluidos
do estudo foram de animais que apresentavam outras comorbidades clinicas e histérico de
alteragBes articulares prévias.

A ruptura parcial do ligamento foi diagnosticada com base no historico de claudicagéo
intermitente de inicio inferior a 15 dias, teste de gaveta e de compressdo tibial positivos,
presenca de dor quando o membro é hiperestendido e auséncia de ruptura total do ligamento. A
ruptura parcial foi diferenciada da total pela auséncia de instabilidade articular quando o joelho
do animal era estendido durante os testes. O teste de gaveta revelou uma instabilidade minima
somente quando o joelho foi flexionado em um angulo de 90° ainda apresentando um ponto de
parada suave devido a presenca do LCC, a compressao tibial s6 demonstrou instabilidade ap6s
a articulacdo ser flexionada em angulos de 45-90°, ndo sendo percebida quando o joelho foi
estendido, conforme descrito por (SCHULZ, 2015).

3.1.2. Exame fisico ortopédico

Apos o exame clinico, o avaliador classificou os animais utilizando as escalas numéricas
adaptadas com escore de 0 a 4 para avaliacao de dor e claudicacdo dos animais, previamente a
aplicacdo das MSC (D0) e 30 dias apds a aplicagdo (D30), sendo 0 auséncia de dor/ marcha
normal no membro acometido e 4 representa dor extrema/ membro ndo apoiado em solo com
presenca de compensacdo contralateral, sendo o diagndstico e avaliacbes em DO e D30

realizados pelo mesmo avaliador (Quadro 1).
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Escore Escala de dor Escala de claudicacao

0 Auséncia de dor Auséncia de claudicacao

1 Dor leve Claudicacao quase imperceptivel com suporte de peso

2 Dor moderada Claudicacdo com presenca de suporte de peso

3 Dorintensa Claudicacao intensa com apoio da ponta do pé em solo

4 Dor extrema Claudicacao intensa com auséncia de apoio do membro em solo

Quadro 1 - Escalas numéricas de dor e funcdo de membro utilizadas, adaptadas de
Enomoto et al. (2024) e Park et al. (2024)

3.2. Células tronco mesenquimais

3.2.1. Obtengéo, isolamento, cultivo e congelamento das MSC

As células-tronco mesenquimais utilizadas no estudo foram obtidas de banco de células
comercial BIO CELL Terapia Celular. O isolamento, cultura e congelamento foram realizados
pelo laboratorio BIO CELL. As células foram derivadas de tecido adiposo de doadores
saudaveis em acordo com RAMOS et al., 2020. Um fragmento de 20 gramas de tecido adiposo
é retirado da base da cauda dos doadores mediante anestesia e lavado com solu¢do NaCl 0,9%
para remocdo de detritos celulares e sanguineos. Apos a lavagem inicial, o fragmento de tecido
é cortado em fragmentos menores e expostos a colagenase para ser digerido enzimaticamente.
Apo6s o procedimento as células sdo filtradas, iniciando a sele¢do das MSC. Em seguida as
células sdo semeadas em frasco de cultura contendo meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) e incubadas em estufa a 37.5°C com 5% de CO2. Ap6s 24 horas, 0 meio é descartado
juntamente as células ndo aderidas e um novo meio de cultura € adicionado aos frascos. O meio
foi trocado a cada 3 dias até as células atingirem 80% de confluéncia, ponto onde séo
tripsinizadas para remocao do frasco de cultura e proceder a contagem de células na camara de
Neubauer e armazenagem em palhetas contendo um milhdo de células, dimetilsulfoxido
(DMSO) e soro fetal bovino (SFB) para congelamento em nitrogénio liquido conforme descrito
na literatura (CUI; PU, 2009; DE ROSA et al., 2009).

3.2.2. Caracterizagdo das MSC

Cinco palhetas foram descongeladas para testes de caracterizacdo das MSC. A
caracterizacdo foi realizada por meio da presenca de propriedades especificas destas, como a
aderéncia ao plastico em cultura, expressdo de marcadores especificos de indiferenciacdo na
superficie celular e pela capacidade de se diferenciar em ostedcitos, condrécitos e adipdcitos
como determina a International Society for Cellular Therapy (DOMINICI et al., 2006). Para

avaliar a expressdao de marcadores de superficie, as células foram incubadas com anticorpos
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especificos CD29-RD1 murino anti-humano, CD44-FITC murino anti-equino, caprina anti-
canina CD90 priméria e IgM murino conjugado anti-caprino AF594 (secundario) para
marcadores positivos e CD34-FITC anti-humano murino para marcador negativo, sendo
avaliados por imunofenotipagem por citometria de fluxo em citdmetro Amnis® (ThermoFisher
Scientific®). A viabilidade das células apds descongelamento foi avaliada atraves de citometria
de fluxo no citdmetro Amnis® (ThermoFisher Scientific®) com dead cell apoptosis kit,
utilizando Annexin V Alexa Fluor™ 488 e lodeto de Propidio (PI). O controle de qualidade do
produto foi realizado conforme descrito por Alves e Guimardes (2009) passando por avaliacao
de esterilidade através de membrana filtrante e pesquisa de endotoxinas por meio de teste
Lymulus Amebocyte Lysate (LAL) (Pyrosate®). Foi utilizado o teste de reacdo em cadeira de
polimerase (PCR) (Veriti Thermal Cycler - ThermoFisher Scientific®) em busca de
Mycoplasma (FALCAO et al., 2020; RAMOS et al., 2020). Quanto a habilidade de
diferenciacdo, as células foram cultivadas em meios especificos. Para diferenciacdo em
adipocitos o meio foi acrescido de fator monofosfato de adenosina (CAMP), 3-isobutyl-1-metil-
xantina (IBMX), dexametasona, insulina recombinante humana e indometacina. As células
originarias do meio foram coradas com coloracdo Oil Red 0. Para diferenciacdo em condrdcitos,
as MSC foram cultivadas com meio acrescido de insulina, TGFB1 e ascorbato, sendo coradas
com coloragdo Alcian Blue (DE FRANCESCO et al., 2015; DOMINICI et al., 2006). Para
diferenciacdo em ostedcitos o meio foi suplementado com dexametasona, acido ascérbico 2-
fosfato, e beta-glicerofosfato. As células do meio foram coradas com coloracdo Alizarin Red
(KANG et al., 2012). A coloracdo positiva das células caracteriza o processo de diferenciacao.

Todos os lotes de células-tronco utilizados nos animais demonstraram-se aptos a
utilizacdo conforme os modelos descritos (DOMINICI et al., 2006). As células foram
devidamente obtidas, isoladas e caracterizadas antes de sua utilizacdo. 24 horas apds seu
isolamento, as col6nias de células aderentes ao plastico foram observadas no fundo dos frascos
de cultura. As células cresceram e alongaram-se ap0s dois dias, adotando um formato fusiforme,
semelhante a fibroblastos. Apos atingir 80% de confluéncia a coldnia apresentou caracteristicas
fenotipicas das MSC e estavam aderidas ao plastico.

A imunofenotipagem demonstrou que as células apresentavam quantidades expressivas
de marcadores superficiais de indiferenciacdo celular CD29, CD44 e CD90 e baixas
quantidades do marcador negativo CD34. Ainda, a analise de viabilidade das células
demonstrou um alto nimero de células viaveis apds o descongelamento e resultado negativo

para patdgenos, Mycoplasma e endotoxinas.
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3.2.3. Aplicagdo das MSC

Os animais que participaram do estudo receberam uma aplicacéo intra-articular de MSC
alogénicas na dosagem de 3x10° de células.

Para o processamento, cada amostra foi descongelada, centrifugada e lavada a
temperatura ambiente protegida da luz e centrifugada para a concentracdo das células. O meio
de aplicacdo proprio da BIO CELL® Terapia Celular foi adicionado a seringa conforme o porte
do paciente, variando de 0,5 a 2 ml juntamente com o concentrado de células. O processamento
ocorreu em um periodo maximo de duas horas previamente a aplicacéo.

A aplicacdo ocorreu em ambiente de centro cirlrgico, apos tricotomia e posterior
antissepsia e uso de campo estéril sem retirada de liquido sinovial utilizando um catéter 22G
(0,9 x 25 mm). As células foram aplicadas via intra-articular, a maioria dos animais permitiu a
aplicacdo utilizando somente a contencdo fisica, para 0s que ndo permitiram, a aplicacdo foi
realizada mediante anestesia, com o protocolo definido pelo anestesista presente, na articulacao
afetada (figura 5). Os tutores foram instruidos a administrar Dipirona 500mg/ml na dosagem de
25mg/kg, trés vezes ao dia no caso de o paciente apresentar sinais de desconforto no membro

da aplicacdo.

1

Figura 5 - Aplicacdo intra-articular das MSC em regido de joelho
(cedidas pelo M.V. Evandro Barreto).
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3.3. Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software SAS® academic for students. O teste
de Wilcoxon foi utilizado para comparar os dados de dor e funcdo de membro obtidos entre DO
e D30. O teste de correlacdo de Spearman foi utilizado para verificar a correlagcdo entre as
escalas de dor e claudicagdo em DO e em D30 bem como a correlacdo entre a idade e 0s

parametros avaliados, sendo os valores estatisticamente significativos adotados para P <0.05.
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4. Resultados

4.1. Animais

Ao todo, 25 casos foram selecionados para o estudo, sendo 15 fémeas (60%) e 10
machos (40%) com média de idade de 9,4 anos (£3,916), variando de 3 a 17 anos. A
distribuicdo dos cées quanto a raca foi a seguinte: sem raca definida (SRD) (28%), Yorkshire
terrier (12%), Bull terrier (8%), Labrador (8%), Maltés (8%), Beagle (4%), Cane Corso (4%),
Chihuahua (4%), Pitbull (4%), Shih-tzu (4%), Golden Retriever (4%), American Staffordshire
(4%), Dogo Argentino (4%), Pastor Belga (4%) (Figura 6).

= SRD
= Yorkshire Terrier

= Bull Terrier
Maltés

= Beagle

= Cane Corso

= Pitbull

Al
%7 |

= Golden Retriever 2

= Shi-tzu

American Staffordshire Terrier
= Dogo Argentino
= Pastor Belga

Figura 6 - Distribui¢do dos casos selecionados por raga



4.3. Avaliacéo clinica

4.3.1. Avaliacao clinica antes da aplicacdo das MSC
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Com relacdo a escala de claudicacdo, os animais apresentaram uma média de 3,12

10,525 de desvio padrdo em DO, quanto as médias para a escala de dor antes do tratamento, 0s

valores foram de 3,2 + 0,408 (tabela 1)

Tabela 1 - Raga, idade e valores individuais de escala de claudicagdo e grau de dor articular

obtidos previamente a aplicacdo das MSC (SRD: sem raca definida)

Paciente Raca Idade Escala de Escala de dor
claudicacdo DO articular DO
1 Yorkshire Terrier 8 anos 3 3
2 Staffordshire Bull Terrier 9 anos 3 3
3 Beagle 14 anos 3 3
4 SRD 15 anos 3 3
5 Yorkshire Terrier 15 anos 3 3
6 Cane Corso 8 anos 3 3
7 Chihuahua 13 anos 3 3
8 Staffordshire Bull Terrier 5 anos 3 4
9 Labrador retriever 5 anos 4 3
10 Pit Bull 12 anos 4 3
11 SRD 14 anos 4 4
12 Yorkshire Terrier 17 anos 3 4
13 SRD 5 anos 4 3
14 SRD 12 anos 2 3
15 Maltés 8 anos 3 3
16 SRD 13 anos 3 3
17 Shih-tzu 5 anos 3 3
18 Golden retriever 8 anos 3 3
19 SRD 9 anos 3 3
20 American Staffordshire 3 anos 3 3
Terrier
21 SRD 8 anos 3 3
22 Dogo Argentino 8 anos 2 3
23 Labrador retriever 10 anos 3 4
24 Pastor Belga 4 anos 3 3
25 Maltés 7 anos 4 4




4.3.2. Avaliacao clinica 30 dias pés-aplicagédo

33

Em D30, as médias obtidas na escala de claudica¢do dos pacientes cairam para 1,440 (

+1,193 de desvio padrédo), enquanto a dor observada nos pacientes também caiu para 1,440 (
+0,960) no trigésimo dia (tabela 2)

Tabela 2 - Raca, idade e valores individuais de escala de claudicacédo e grau de dor articular

obtidos apos a aplicacdo das MSC (SRD: sem raca definida).

Paciente Raca Idade Escala de Escala de dor
claudicacdo D30 articular D30
1 Yorkshire Terrier 8 anos 0 0
2 Staffordshire bull terrier 9 anos 0 0
3 Beagle 14 anos 3 3
4 SRD 15 anos 2 1
5 Yorkshire Terrier 15 anos 3 2
6 Cane Corso 8 anos 1 2
7 Chihuahua 13 anos 0 1
8 Staffordshire bull Terrier 5 anos 0 1
9 Labrador 5 anos 4 2
10 Pit Bull 12 anos 2 2
11 SRD 14 anos 1 1
12 Yorkshire Terrier 17 anos 2 3
13 SRD 5 anos 1 1
14 SRD 12 anos 0 0
15 Maltés 8 anos 3 2
16 SRD 13 anos 2 2
17 Shih-tzu 5 anos 1 1
18 Golden Retriever 8 anos 0 0
19 SRD 9 anos 2 1
20 American Staffordshire 3 anos 2 3
Terrier
21 SRD 8 anos 1 1
22 Dogo Argentino 8 anos 0 1
23 Labrador retriever 10 anos 1 1
24 Pastor Belga 4 anos 2 2
25 Maltés 7 anos 3 3
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4.3.3. Escala de claudicagéo

Analisando os dados, os animais apresentaram uma reducdo na escala claudicagdo em
D30 quando comparado aos parametros obtidos em DO. Foi demonstrado que houve uma
reducdo nas medianas obtidas para a escala de claudicacdo entre o DO e D30, sendo de 3 (Q1=3,
Q3=3) e 1 (Q1=0, Q3=2) respectivamente, representando uma diferenga estatisticamente

significante (P <0.001). Dados dispostos na tabela 3 e figura 7.

Tabela 3 - Teste de Wilcoxon medianas obtidas antes e ap0s a aplicacdo das MSC para escala

de claudicacéo

Medianas escala de claudicagdo antes e apds o tratamento (Q1 - 3)

75%(Q3) 3 75%(Q3) 2
Mediana 3 Mediana? 1
25%(Q1) 3 25%(Q1) 0
dyalor de P < 0.001
4

Escala de claudicagao
W
|

v . |
Pré-aplicagéo DO Pés-aplicagdo D30

Figura 7 - Boxplot comparando medianas obtidas da escala de

claudicacéo entre DO e D30 * representando valor de P <0.001
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4.3.4. Escala de dor

Com relagdo as diferencas entre as medianas obtidas na escala de dor, no DO os animais
apresentaram um valor de 3 (Q1 = 3, Q3 = 3) e no dia 30, o valor da mediana foi de 1 (Q1 =1,
Q3 = 2), quando comparados, os resultados obtidos representaram uma diferenca
estatisticamente significante (P <0.001) na reducéo da escala de dor dos animais tratados. Dados
dispostos na tabela 4 e figura 8.

Tabela 4 - Teste de Wilcoxon com valor de P e medianas obtidas antes e ap6s a aplicacao das

MSC para escala de dor.
Medianas escala de dor antes e ap6s o tratamento (Q1 - 3)

75%(Q3) 3 75%(Q3) 2
Mediana 3 Mediana? 1
25%(Q1) 3 25%(Q1) 1
ayalor de P < 0.001
4__
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Pré-aplicag&o DO Pés-aplicagéo D30

Figura 8 - Boxplot comparando medianas de dor obtidas em DO e
D30 * representando valor de P <0.001
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4.3.5. Correlacéo das escalas de claudicagéo e dor

Quanto a correlacdo de Pearson, os valores obtidos para a correlagdo entre a escala de
claudicacdo e dor em DO de 0,273, com valor de P = 0,186. Em D30 os valores se
correlacionaram obtendo o valor de 0,811, com valor de P < 0,001, com relacéo a idade, 0s

parametros avaliados néo apresentaram uma correlacdo estatisticamente significante.
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5. Discussao

O tratamento conservador tem como objetivo reduzir os sinais clinicos observados nos
animais acometidos e melhorar sua qualidade de vida ao passo que tenta reduzir a progressao
da OA (BRIOSCHI; ARTHURS, 2021), entretanto, suas limitagcdes quanto aos efeitos adversos
do uso de farmacos e taxa de sucesso sao uma preocupacao, especialmente para cdes maiores,
idosos e que possuem comorbidades.

Existem diversos fatores que influenciam a escolha pelo tratamento conservador do
animal com RLCC, sendo um deles o risco relativo ao procedimento cirdrgico/anestesia.
Animais idosos possuem até o dobro de chances de morrer devido aos efeitos da anestesia
durante o procedimento ou pouco ap0s receber alta quando comparados a animais jovens,
chance essa que pode ser aumentada pela presenca de comorbidades comuns nesses pacientes,
como problemas cardiacos ou renais (MATTHEWS et al., 2017). A vantagem de tratar animais
com uma aplicacdo intra-articular € que muitas vezes a contencéo fisica e anestesia local sdo
suficientes para sua realizacdo, dispensando o0 uso de anestesia geral ou sedacdo no paciente,
reduzindo o risco do tratamento, evidenciado pelo fato de que 30 dias apds a aplicacdo, nenhum
Obito foi relatado.

Outra preocupacdo relacionada a cirurgia sdao as complicacdes no periodo pés-
operatorio, como fraturas dsseas, osteomielites, falhas nos implantes, persisténcia da
instabilidade articular, infecgcdes no local da incisdo, tendinites patelares, seromas e deiscéncia
de pontos (PACCHIANA etal., 2003; WOLF et al., 2012). Abordagens menos invasivas podem
ser benéficas a depender do paciente, uma vez que a ocorréncia de complicacdes no poés-
operatorio pode exigir uma segunda intervencdo cirurgica, representando mais uma situacdo de
risco aos animais mais idosos. Uma abordagem conservadora, portanto, seria uma opgao mais
segura para esse grupo, uma vez que nao envolve a possibilidade de uma segunda intervencéo.
As MSC sao capazes de produzir uma acdo de longo prazo no controle da dor dos pacientes
devido ao seu efeito pardcrino que reduz a dor e a inflamacdo articular, como demonstra 0s
resultados do presente estudo, onde somente 2 (8%) dos animais ndo responderam ao
tratamento, tal observacao pode estar relacionada a presenca de sobrepeso dos pacientes ou uma
lesdo de menisco associada, necessitando de uma nova abordagem. Ainda assim, uma segunda
intervengdo nesses casos é mais segura, uma vez que o animal ndo passou por procedimentos

com potenciais riscos em nenhum momento do tratamento.
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No presente estudo, os casos selecionados eram de animais que tiveram uma ruptura
parcial do ligamento diagnosticada de maneira precoce, com 0s sinais clinicos aparecendo em
no maximo 15 dias, com grau Il de lesdo do ligamento, onde o dano as fibras € moderado e a
instabilidade ainda é minimamente perceptivel durante o exame fisico (MUIR, 2018). O uso
das MSC pode ser benéfico nessa fase, especialmente devido a preocupacdo quanto a
perpetuacdo das alteracdes inflamatdrias no ligamento responsaveis pela progressédo do quadro
e da OA (CANAPP et al., 2016; LINON et al., 2014). As alteracGes no microambiente articular
podem resultar em uma progressdo da ruptura parcial do ligamento ao seu rompimento total. A
sinovite é um fator importante reduz a resisténcia mecéanica do ligamento devido a resposta
imune celular e humoral, que por consequéncia, altera a matriz extracelular. As MSCs modulam
a inflamacéo local e reduzem a sinovite presente na articulacdo instavel (MUIR et al., 2016).
Nenhuma ruptura total do ligamento foi reportada nos animais do presente estudo, esta
observacao pode ser justificada pela acdo das MSCs, juntamente ao repouso do paciente, uma
vez que sua acdo paracrina modula a resposta inflamatoria de células T e macrofagos,
demonstrada pela redugéo dos niveis de produtos inflamatdérios como a IL-6 e o IFNy presentes
no liquido sinovial que Muir et al. (2016) descrevem em seu trabalho, enquanto o repouso reduz
a carga imposta na articulacdo, evitando que a mesma seja sobrecarregada durante o periodo do
tratamento.

Em seu estudo, Canapp et al. (2016) avaliaram a eficacia das MSC juntamente ao PRP,
em propor¢do de 1:1 no tratamento da ruptura parcial do LCC, sendo confirmada via
artroscopia. Dos 36 cées envolvidos no estudo, 29 apresentavam graus variaveis de claudicacédo
previamente a aplicacdo das MSC. Ao todo, 11 resultados da avaliacdo objetiva de marcha dos
pacientes ap6s 90 dias da aplicacdo estavam disponiveis e demonstraram uma melhora
estatisticamente significante na qualidade da marcha, revelando que durante a reavaliacdo nao
havia diferenca de funcdo entre o membro afetado e o saudavel. Os resultados do presente
trabalho se assemelham aos encontrados pelos autores, visto que 0S NnOss0s pacientes
apresentaram uma diferenca estatisticamente significante na escala de claudicagéo 30 dias apds
a aplicacdo, demonstrando que o uso das MSC no tratamento de rupturas parciais do LCC pode
influenciar a qualidade da marcha do animal de maneira positiva, através de seus mecanismos
de acdo que controlam a inflamacéo e reduzem a dor na articulagdo (MUIR et al., 2016;
TARONI et al., 2017), entretanto, os resultados obtidos ndo puderam ser associados somente a
acdo das MSCs, uma vez que os animais reduziram sua carga de atividades durante o periodo
avaliado, o que também pode auxiliar na reducéo da claudicacao observada, visto que o periodo

relativamente curto de tempo de acompanhamento coincide com a diminuicdo dos sinais que
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0s tutores observam em seus animais antes de leva-los ao atendimento médico (SCHULZ,
2015).

Outro beneficio do uso das MSC € o efeito analgésico, especialmente em animais que
possuem alguma comorbidade e ndo podem realizar o controle da dor com anti-inflamatorios.
No presente trabalho, animais de diferentes tamanhos e ragas foram tratados com MSC em
estagios iniciais da lesdo do LCC e obtiveram bons resultados com somente uma aplica¢do no
controle da dor, semelhante ao que foi encontrado por Taroni et al. (2017), onde foi
demonstrado que uma unica aplicacdo de MSC na articulacdo obteve o mesmo efeito analgésico
que AINEs utilizados de maneira continua em cédes que corrigiram a instabilidade articular via
TPLO. Embora os AINEs sejam fundamentais no tratamento conservador da RLCC, sua
utilizacdo a longo prazo aumenta as chances de surgirem efeitos indesejados, sendo perda de
apetite, Ulceras gastricas, e diarreia 0s mais comuns, entretanto, lesdes renais e coagulopatias
também podem ocorrer (INNES; O’NEILL; LASCELLES, 2010; LAWSON; WALTON,
2019). Os unicos efeitos adversos ao tratamento com as MSCs observados no presente estudo
foram uma piora transitdria na funcdo de membro e dor no local da aplicacdo, como relatado
também por (CABON et al., 2019), a observacdo de tais efeitos possivelmente decorreu da
expansao da cavidade articular, uma vez que ap6s reduzir a quantidade do meio de aplicacdo
utilizado os efeitos adversos desapareceram ou ao proprio processo de aplicacdo, uma vez que
a membrana sinovial sofre uma micro injuria originada pelo processo e pode desencadear uma
reacao inflamatoria local que piora a fun¢do do membro do animal transitoriamente.

Tais efeitos adversos conflitam com os resultados obtidos por outros autores, (CANAPP
et al., 2016; TARONI et al., 2017) onde ndo foram observados efeitos adversos apds a
aplicacdo. O uso das MSC frente ao principal método de controle de dor em animais com RLCC
tratados de maneira conservadora pode ser mais seguro, uma vez que 0s sinais desapareceram
apos alguns dias, ndo apresentando recidivas, especialmente para casos especificos de animais
que ja realizam o tratamento com AINEs de maneira continua por um longo periodo ou que
nem sequer podem fazer seu uso.

No presente estudo, as escalas de claudicacdo e dor ndo apresentavam uma correlagéo
significativa em DO, tal observacdo pode ser associada a fatores diversos que sabidamente
influenciam o quadro, como porte do animal, raca, conformacdo articular e a presenca de
sobrepeso (SCHULZ, 2015). Em D30 os parametros observados se obtiveram uma correlagédo
significativa (P < 0.001), sendo a variacao originada pela agdo das MSCs, uma vez que apés a
aplicacdo os valores das escalas reduziram significativamente, assim como foi observado por

outros autores, onde uma unica aplicacdo foi capaz de melhorar a avaliacdo da funcdo do
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membro do animal (CANAPP et al., 2016) e controlar ador (TARONI et al., 2017). A aplicacdo
das MSC possui outra vantagem no que diz respeito ao tratamento conservador da RLCC
auxiliando na reducdo da progressdo da OA. A eficacia das MSC no tratamento da OA em cées
ja foi avaliada por diversos autores, sendo consenso entre 0s estudos que uma dose de MSC
pode melhorar a qualidade de vida dos pacientes, reduzindo a dor e a claudicagdo ap6s seu uso,
e principalmente, desacelerando a progressédo da OA. Ainda os autores demonstraram que 0
efeito das MSC pode ser observado tanto a médio (SHAH et al., 2018) quanto a longo prazo
(CABON et al., 2019; KRISTON-PAL et al., 2020), ressaltando que o uso das MSC atinge as
premissas do tratamento conservador, apresentando poucos efeitos colaterais a curto prazo,
sugerindo que pode ser benéfico em casos especificos de restricdo financeira, uma vez que o
custo para a aquisicdo das células na dosagem utilizada no estudo é de R$ 1.000 reais, ou
presenca de comorbidades que impecam a realizacdo de uma intervencdo cirurgica, visto que
tais fatores podem se somar quando opta-se por esse tipo de tratamento. O uso das MSCs em
associacdo com outras formas de tratamento conservador, como fisioterapia e controle de peso
possivelmente poderiam melhorar os resultados observados, uma vez que tais modalidades séo
comprovadamente eficazes no controle da dor e melhora da funcdo do membro dos pacientes,
potencializando a agdo das células ao mesmo tempo que corrige eventuais desajustes posturais

e reduzem a carga imposta a articulacgéo.
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6. Conclusao

O uso das MSC no tratamento conservador da ruptura parcial do ligamento cruzado
cranial pode ser benéfico em casos especificos, o presente estudo demonstrou que elas possuem
a capacidade de melhorar a funcdo do membro do animal, reduzindo o grau de claudicacéo,
bem como controlam a dor de maneira eficaz com somente uma aplicacdo, melhorando a
qualidade de vida dos pacientes. O campo da terapia celular ainda precisa ser mais explorado,
doses e protocolos devem ser definidos, os resultados obtidos no presente estudo demonstram

que sua utilizacao para lesBes de ligamento atende as premissas do tratamento conservador.
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