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RESUMO

USO DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS, DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSO,
NA REPARACAO DA OSTEOTOMIA APOS AVANCO DA TUBEROSIDADE TIBIAL
EM CAES

Clarissa Rocha dos Santos' e Eduardo M. Mendes de Lima?®

1 — Médica Veterinaria, Mestranda em Satde Animal, Universidade de Brasilia, Brasil
2 —Professor Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasil

E-mail: limaemm@unb.br

A ruptura do ligamento cruzado cranial é a afeccdo ortopédica mais comum entre
os cdes. Dentre as diversas técnicas para tratamento desta afeccdo, o avanco da tuberosidade
tibial tem sido empregada para se obter uma rapida recuperacdo do joelho afetado. Uma
desvantagem desta técnica é a formacdo de um espaco 0sseo que se forma entre a tuberosidade
tibial e a epifise proximal da tibia apds a realizagdo da osteotomia. Normalmente este espaco
0sseo pode levar mais de quatro meses para se consolidar. Estudos afirmam que a utilizacdo de
células-tronco pode aumentar a reparacdo de defeitos Gsseos criticos em animais, mas a
recuperacdo 6ssea com o auxilio de células-tronco ap0s osteotomias corretivas no tratamento da
ruptura do ligamento cruzado cranial ainda ndo foi totalmente comprovada. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a viabilidade do uso de células-tronco mesenquimais implantadas no sitio
de osteotomia obtido pelo de avanco da tuberosidade tibial em 9 cées diagnosticados com RLCC.
No mesmo procedimento foram coletados, de todos os animais, um fragmento de tecido adiposo
para envio ao laboratério e extracdo das células tronco mesenquimais. O estudo foi realizado em
duplo-cego, sem que o médico veterinario ou o proprietario soubessem quais animais iriam
receber células tronco e quais animais receberiam placebo. Os animais foram divididos em dois
grupos. No grupo tratado os animais receberam meio de transporte celular contendo células-
tronco devidamente cultivadas e o grupo controle recebeu somente o meio de transporte celular.

Uma parte das células permaneceu no laboratorio e foi induzida & diferenciacdo celular para
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tecido 6sseo. Outra parte das células foi enviada para o laboratério MOFA nos Estados Unidos da
América a fim de realizar a caracterizacdo molecular. Foram realizadas radiografias seriadas apds
15, 30, 60, 90 e 120 dias do procedimento. A avaliacdo da densidade do osso trabecular a partir
da substancia esponjosa foi feita usando o software Adobe Photoshop CS6, analisando as
imagens de raios-x. Posteriormente as imagens dos dois grupos foram processadas pelo software
Image-Pro Plus 4.1. Realizou-se a andlise estatistica descritiva para obtencdo da média e do
desvio padréo e do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Em ambas as avaliagoes, foi
possivel observar que o grupo controle obteve melhores resultados que o grupo tratado somente
nos primeiros 30 dias, ndo obtendo diferenca estatistica nos demais periodos. Possivelmente
obteve-se um atraso no periodo de diferenciagdo, justificavel devido a necessidade de

reorganizacdo decorrente do processo inflamatorio apos a introducéo das celulas tronco.

PALAVRAS-CHAVE: Avanco da tuberosidade tibial, células-tronco, ligamento

cruzado, joelho.
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ABSTRACT

USE OF ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS IN REPAIR OF
OSTEOTOMY AFTER TIBIAL TUBEROSITY ADVANCEMENT IN DOGS

The cranial cruciate ligament rupture (CCLR) is the most common orthopedic
affection in dogs. Studies state that the use of stem cells can increase the repair of critical bone
defects in large animals, but the bone recovery using stem cells after corrective osteotomies in
CCLR treatment has not been totally proven yet. This study had an objective to evaluate the
viability of using mesenchimal stem cells (MST) implanted on osteotomy site through the tibial
tuberosity advancement in 9 dogs has been diagnosed with CCLR. At the same procedure was
collected, from all animals, a fat tissue fragment to be sent to the laboratory and extraction of the
mesenchymal stem cells. The study was double-blinded, without the knowledge of what animals
would receive the stem cells treatment by the veterinarian neither by the owner. The animals
were splitted in two groups, the treated group and the control group. The treated group received
the stem cells properly cultivated and the control group received only the transport solution
where the stem cells were forwarded. A portion of the cells remained at lab and was induced to
differentiation of the bone cells. Another portion of the cells was sent to the MOFA lab at United
States of America to perform molecular characterization. Serial x-rays were performed after 15,
30, 60, 90 and 120 days of procedure. The density evaluation of the trabecular bone from spongy
substance was done using the software Adobe Photoshop CS6, analyzing the x-ray images.
Posteriorly, the images from the two groups was processed by the software Image-Pro Plus 4.1.
It was carried out the descriptive statistics analysis to obtain the mean and the standard deviation
and the Kolmogorov-Smirnov normality test. In both evaluation was possible to observe that
control group obtained better results than treated group in the first 30 days, not obtaining
statistical differences in the other periods. Possibly it can be explained by the delay in the period
of cell differentiation owing the necessity of reorganization due the inflammatory process after

the stem cell introduction.

KEY WORDS: tibial tuberosity advancement, stem cells, cruciate ligament, knee.
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INTRODUCAO

O ligamento cruzado cranial (LCC) é composto por duas bandas, a craniomedial e
a caudolateral (Fossum 2008). A principal funcdo desse ligamento é a estabilizacdo do joelho,
impedindo movimentos de deslocamento cranial da tibia em relagdo ao fémur, além dos
movimentos de rotacao da tibia (Vezin et al. 2004, Fossum 2008, Calvo et al. 2014).

A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCC) ¢ a afeccdo ortopédica de joelho
que mais acomete os cdes (Marino & Loughin 2010, Calvo et al. 2014). As causas que levam a
RLCC ainda ndo estdo completamente definidas (Vedrine et al. 2013), mas fatores presumiveis
levam a uma via comum da origem dessas lesdes (Cook 2010). Dentre as hipOteses traumaticas,
20% das lesbes sdo decorrentes da rotacdo excessiva do joelho ou da propria hiperextensao
(Griffon 2010). Apesar das lesdes serem primariamente traumaticas, outros fatores degenerativos
tém sido apontados na patogénese dessa afeccdo como, idade, sexo e obesidade (Venzin et al.
2004), além da predisposicao racial, aberragdes de conformacéo, mecanismos imunomediados e
alteracdes como inflamacgéo (Griffon 2010). As técnicas extra capsulares usualmente aplicadas
para o tratamento desta afeccdo sdo: sutura fabelo-tibial, osteotomia de nivelamento do platé
tibial (TPLO) e avanco da tuberosidade tibial (TTA). Além destas, existem técnicas
intracapsulares que consistem basicamente na passagem de tecido autdégeno ou sintético atraves
de orificios realizados no fémur, na tibia ou em ambos, através de um método denominado “over-
the-top” (acima do topo). O material usado mais comumente é a fascia lata autdgena. Os
materiais sintéticos, ndo tem sido amplamente utilizados devido a possibilidade de distensao,
rupturas ou infec¢do (Fossum 2008).

A TTA demonstra excelentes resultados (Hoffmann et al. 2006), ndo altera a
geometria original da articulacdo do joelho e promove a distribuicdo da pressao na cartilagem,
além disso, € um procedimento cirurgico mais simples com menor potencial para gerar efeitos
adversos por problemas técnicos (Boudrieau 2009). A utilizacdo desta técnica com a aplicacéo de
células-tronco vem promover uma nova perspectiva para o tratamento da afeccdo. A formacéo e
reparacdo do 0sso sao realizadas pelas células osteoprogenitoras derivadas das células tronco
mesenquimais (CTMSs) que atuam na area de lesdo por meio da sinalizagdo das citocinas que
estimulam a se replicarem e diferenciarem em osteoblastos ativos que expressam mRNAs da

proteina de matriz 6ssea e depositam matriz extracelular mineralizada com hidroxiapatita



confirmando que elas se tornam células formadoras de o0sso, além disso, respondem a estimulos
mecanicos para recompor a funcdo do esqueleto (Kraus & Kirker-Head 2006). Além disso, as
CTMs também mantem a viabilidade e o potencial multilinhagem apds a criopreservacéo,
portanto, CTMs podem ser efetivamente isoladas, expandidas, preservadas e implantadas (Kraus
& Kirker-Head 2006).

Kang et al. em 2012 demonstraram que as CTMs originadas do tecido adiposo tém
um potencial de proliferacdo mais elevada do que os outros tipos de CTMs e suas principais
vantagens estdo relacionadas a facil obtencdo, disponibilidade em quantidades substanciais e
podem ser colhidas sem riscos para o doador. Além disso, sdo células que crescem de forma
estavel in vitro e tem uma elevada taxa de expansdo (Schaffler & Bichler 2007). O diferencial
destes processos € que as CTMs, alem da sua capacidade de influenciar o funcionamento dos
osteoblastos, aumentam a quantidade de células mobilizadas e a taxa de crescimento e deposicao
de matriz Ossea (Horwitz et al. 1999). Sendo eficientes para procedimentos de reparo 0sseo
(Kang et al. 2012).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a viabilidade do emprego de CTMs
implantadas no sitio de osteotomia obtido durante a técnica de TTA em cdes com diagnostico
comprovado de RLCC. Avaliou-se clinicamente ainda a recuperacdo dos cdes ap0s 0 emprego da
técnica de TTA e implante de CTMs no sitio de osteotomia e radiograficamente o preenchimento

do sitio de osteotomia apds o implante de CTMs.



REVISAO DE LITERATURA

1. LIGAMENTO CRUZADO CRANIAL

O ligamento cruzado cranial (LCC) estende-se diagonalmente através do espago
articular e liga-se a area intercondilar cranial do platd tibial (Muir et al. 2010). O local de fixagdo
tibial é limitado cranialmente pelo ligamento meniscotibial cranial do menisco medial e
caudalmente pelo ligamento meniscotibial cranial do menisco lateral (Muir et al. 2010). E
composto por duas bandas, a craniomedial e a caudolateral (Fossum 2008, Muir et al. 2010). A
subdivisdo craniomedial surge proximalmente ao fémur e se insere mais cranialmente na area de
fixacdo tibial, em comparacdo com a subdivisdo caudolateral (Figuras — 1 A e B). As fibras do
componente caudolateral originam-se da parte mais lateral e distal da area de fixagdo do condilo
femoral lateral e inserem-se na regido mais caudal da area de fixacdo tibial (Muir et al. 2010). Os
ligamentos cruzados sdo compostos de celulas e matriz extracelular rica em agua (60-80%) (Muir
et al. 2010, Comerford et al. 2011). Do peso seco dos ligamentos cruzados, 90% é colageno
(principalmente tipo 1), com menor quantidade de elastina, proteoglicanos, glicoproteinas e
lipoproteinas (Muir et al. 2010, Comerford et al. 2011). A principal funcdo desse ligamento é a
estabilizacdo do joelho, impedindo movimentos de deslocamento cranial da tibia em relacdo ao
fémur, além dos movimentos de rotacdo da tibia (Vezin et al. 2004, Fossum 2008, Muir et al.
2010, Calvo et al. 2014). Os dois componentes do LCC ndo sdo isométricos, sendo a principal
diferenca o alongamento da banda craniomedial e o encurtamento do componente caudolateral
durante a flexdo, o primeiro € o maior contribuinte para a estabilidade craniocaudal na flexdo do
joelho e o altimo sé contribui quando a faixa craniomedial € danificada ou severamente esticada
(Muir et al. 2010).
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Figura 1 - (A) Fotografia e (B) desenho de um joelho flexionado de um céo. Vista
cranial apds remocdo da gordura infrapatelar. 1a: banda caudolateral do LCC; 1b: banda
craniomedial do LCC; 2: ligamento cruzado caudal; 3: menisco medial; 4: menisco
lateral; 5: tenddo do musculo extensor digital longo; 6: condilo femoral medial (Muir et
al. 2010)

A RLCC é a afeccdo ortopédica de joelho que mais acomete os cdes (Marino &
Loughin 2010, Vedrine et al. 2013, Calvo et al. 2014, Duerr et al. 2014). As causas que levam a
RLCC ainda ndo estdo completamente definidas (Comerford et al. 2011, Vedrine et al. 2013),
mas fatores presumiveis levam a uma via comum da origem dessas lesdes (Cook 2010). Dentre
as hipdteses traumaticas, 20% das lesGes sdo decorrentes da rotacdo excessiva do joelho ou da
propria hiperextensdo (Griffon 2010). Apesar das lesdes serem primariamente traumaticas, outros
fatores degenerativos tém sido apontados na patogénese dessa afeccdo como idade, sexo e
obesidade (Vezin et al. 2004, Comerford et al. 2011), além da predisposigéo racial, aberracdes de
conformacdo, mecanismos imunomediados e alteracbes como inflamagdo (Griffon 2010,
Comerford et al. 2011). Um estudo examinando uma populacdo de 328 cdes encontrou que a
idade média de ruptura do LCC em ragas grandes (peso corporal maior que 15 kg) foi de 5,5
anos, enquanto que as ragas menores (peso corporal menor que 15 kg), em média, 7,4 anos
(Comerford et al. 2011). A ruptura parcial ou completa do LCC causa instabilidade na articulacéo



do joelho e desencadeia uma cascata de alteragGes patologicas secundérias, incluindo osteoartrite
progressiva e subsequente lesdo meniscal (Vedrine et al. 2013).

O diagnostico é baseado no historico clinico, e embora os proprietérios fornecam
frequentemente uma historia sugestiva de trauma, a analise fisica cuidadosa revelara geralmente
que o inicio da claudicacdo era insidiosa ou que a claudicacdo foi observada pelo proprietario
ap6s um incidente de menor trauma associado com atividade diaria normal, mas é comum
observar que a grande maioria de cdes ndo tém histdrico de trauma 6bvio (Muir et al. 2010).

Acredita-se, que a RLCC esté possivelmente associada a uma artropatia de joelho
preexistente, sendo a duragdo da claudicacdo descrita pelos proprietarios altamente variavel e
também é comum que 0s cdes ndo respondam a terapia médica com drogas antiinflamatdrias néo
esterdides apos identificacdo de uma claudicacdo pélvica mais sutil (Muir et al, 2010).

Ao exame fisico, os cées afetados tipicamente exibem claudicacdo unilateral. Se a
claudicacdo € bilateral, os cdes geralmente se inclinam para frente e alteram sua postura, rotacdo
externa do membro afetado pode ser evidente ao caminhar e a atrofia da musculatura do(s)
membro(s) pélvico(s) afetado(s) é geralmente visivel (Muir et al. 2010). Um exame fisico
cuidadoso é importante, uma vez que uma doenca neurologica pode inicialmente ser suspeitada
em cdes que tém dificuldade em subir de uma posicdo sentada para uma posicdo de pé por causa
da RLCC (Muir et al. 2010). A instabilidade cranio-caudal entre a tibia e o fémur pode ser
identificada pelo teste de gaveta ou pelo teste de compresséo tibial (Figura - 2 A e B) (Hoffmann
et al. 2006, Muir et al. 2010), contudo, crepitacédo e dor também podem ser encontradas na flexéo
e extensdo a medida que esses testes sdo realizados (Muir et al. 2010). Tais exames podem nao
ser conclusivos e assim é possivel utilizar exames complementares que auxiliem o diagndstico

como as radiografias, ultrassom e ressonancia magnética (RM) (Marino & Loughin 2010).
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Figura 2 - (A) Posicionamento para realizar teste de gaveta. Deve-se colocar o dedo
indicador na crista tibia e odedo polegar na cabeca da fibula, e a com a outra médo o
dedo indicador apoiado na patela e o dedo polegar na fabela lateral. (B) Posicionamento
para realizar teste de compressdo tibial. Deve-se colocar um dedo indicador na crista
tibial para determinar se o deslocamento cranial da tibia ocorre quando o jarrete é
flexionado com a outra médo (Muir et al. 2010).

Evidéncias radiograficas podem incluir efusdo intra-articular, deslocamento
cranial da tibia na incidéncia médio-lateral com compressdo e flexdo do tarso a 90° resultando em
sinal de Cazieux positivo (Marino & Loughin 2010, Muir et al. 2010). O diagnostico de RLCC
pode ser feito com o auxilio do ultrassom demonstrando que as bordas da ruptura do ligamento
vibram, entretanto, é possivel injetar solucdo salina a fim de criar um imagem mais anecoica caso
0 porcdo gordurosa infra-patelar dificulte a visualizacdo do ligamento (Marino & Loughin 2010).
A utilizacdo da ultrassonografia possui limitacdes significativas na rotina veterinaria, pois 0s
joelhos de cdes pequenos e de médio porte sdo muito estreitos, produzindo imagens de baixa
qualidade para um diagnostico efetivo, além disso, existem meios diagnosticos alternativos mais
eficientes que o proprio ultrassom, como ressonancia magnética (RM) (Marino & Loughin 2010).
2. TECNICAS CIRURGICAS DE CORREGAO

Embora alguns cdes possam retornar a niveis aceitaveis de atividade sem cirurgia,
a instabilidade causada pela RLCC ¢ frequentemente tratada cirurgicamente (Dunn et al. 2012).

Sendo assim, numerosas técnicas cirdrgicas tém sido descritas para trata-la (Harper et al. 2004,



Vedrine et al. 2013), cada uma com vantagens e desvantagens potenciais ou comprovadas
(Vedrine et al. 2013). No entanto, ndo foi demonstrada que qualquer técnica impeca de forma
consistente o desenvolvimento ou a progressdo de doencgas articulares degenerativas (DAD)
(Harper et al. 2004). Os objetivos das cirurgias sdo proporcionar retorno da fungdo mecanica,
alivio da dor e prevencdo de lesbes secundarias no menisco (Harper et al. 2004), além de prevenir
ou minimizar o desenvolvimento de DAD e buscar estabilidade (Harper et al. 2004, Fossum
2008). As técnicas cirurgicas sao divididas em procedimentos intracapsulares e extracapsulares
(Harper et al. 2004, Hoffmann et al. 2006), sendo que as extracapsulares serdo vantajosas quando
0s reparos intracapsulares ndo puderem ser utilizados, falharem ou forem identificadas infeccGes
articulares (Harper et al. 2004). Uma pesquisa demonstrou que a maioria dos cirurgides
veterinarios preferiu técnicas extracapsulares para o reparo de RLCC em cées (Harper et al.
2004). Porém, o metodo mais apropriado deve ser escolhido de acordo com a preferéncia do
cirurgido, assim como o tamanho do animal, a atividade desenvolvida pelo paciente e 0s custos
dos procedimentos (Fossum 2008).

As técnicas intracapsulares consistem basicamente em um método denominado
“over-the-top” que utiliza enxertos sintéticos ou autdgenos da fascia lata (Fossum 2008). E as
técnicas extracapsulares usualmente aplicadas para o tratamento desta afec¢cdo sdo sutura fabelo-
tibial, a osteotomia de nivelamento do platd tibial (TPLO) e o avango da tuberosidade tibial
(TTA) (Fossum 2008).

2.1. Técnicas intracapsulares

Consistem na passagem de tecido autdgeno ou sintético através de orificios
realizados no fémur, na tibia ou em ambos, através de um método denominado “over-the-top”
(acima do topo) (Fossum 2008). O material usado mais comumente é a fascia lata autdgena e
apesar de existirem outras op¢cdes como 0s materiais sintéticos, esses nao tem sido amplamente
utilizados devido a possibilidade de distensdo, rupturas ou infecgdes (Fossum 2008). Além desse
método, diversas modifica¢fes da técnica utilizando a fascia lata ja foram descritas, mas em uma
pesquisa clinica que comparou a estabilizacdo intra-capsular com as osteotomias extracapsulares
como tratamentos para a RLCC em cdes, nenhuma das técnicas intracapsulares resultou em
retorno normal & fungdo apds 6 meses do procedimentos cirdrgico, além disso, tais técnicas

apresentaram resultados inferiores aos das técnicas extra-capsulares (Dunn et al. 2012).



2.2. Técnicas extrascapsulares
2.2.1. Sutura fabelo-tibial

A estabilizacdo do joelho com RLCC utilizando a sutura fabelo-tibial € uma
técnica antiga e continua sendo bastante utilizada, pois é tecnicamente menos exigente, requer
implantes minimos e produz resultados clinicos que ndo foram claramente demonstrados, sendo
inferiores a outras técnicas (Dunn et al. 2012). Além disso, é a reparacdo extra-articular mais
descrita para a correcdo da RLCC (Nwadike & Roe 1998). E uma técnica que utiliza um
fragmento de fascia lata suturada a si mesma, passando pelo ligamento femorofabelar lateral e
tem sido utilizada com sucesso em cées de raca média a grande (Harper et al. 2004). Além da sua
facil execucdo, baixo indice de complicagdes, pois efetivamente estabiliza a articulacdo do joelho
e promove repetidamente um resultado bem-sucedido (Harper et al. 2004). Outra técnica comum
de sutura extracapsular que visa a restricdo do movimento de gaveta, consiste na perfuracdo de
orificios na tibia e nos céndilos femorais e em seguida a passagem de material sintético ou
autologo para a estabilizacao do joelho (Guénégo et al. 2007).

Embora bons resultados a médio e longo prazo tenham sido relatados apds estes
procedimentos, existem varios problemas potenciais que podem estar relacionados com a técnica
cirurgica, estes incluem uma recuperagdo imprevisivel a curto prazo, falha prematura de sutura,
instabilidade continua, osteoartrite progressiva, lesdo de menisco subsequente ao procedimento e
infeccdo (Dunn et al. 2012).

2.2.2. Osteotomia de nivelamento do platd tibial (TPLO)

Consiste em uma técnica que visa a diminuicdo do angulo do platé tibial (APT)
(Boudrieau 2009, Muir et al. 2010) ao converter a translacdo tibial cranial em um deslocamento
tibial caudal prevenindo a subluxacdo (Muir et al. 2010), controlando a compressédo tibial e
atingindo uma estabilizacdo através da contencdo ativa da articulacdo, que normalmente é
alcancada pelos musculos e tenddes (Boudrieau 2009). Ao ser aplicada a técnica, a inclinacdo do
platd tibial é reduzida de modo que a compressdo tibial seja alterada de uma posicdo
cranioproximal para uma posicdo neutra ou caudal (Boudrieau 2009). Foi relatado que TPLO
estabiliza funcionalmente a articulacdo do joelho durante o suporte de peso, neutralizando a forca
de cisalhamento tibiofemoral cranial pela reducdo do APT, isto é conseguido por osteotomia da

face proximal da tibia e rotacdo de tal fragmento (Figura 3) (Boudrieau 2009).



Figura 3 - Representacdo esquematica das forcas
tibiofemorais da articulacdo de um joelho antes (A) e apds
(B) a osteotomia de nivelamento do platé tibial (TPLO).
Para aplicacdo dessa técnica considera-se que a forca de
reacdo articular (seta rosa) na articulacdo do joelho é
aproximadamente paralela ao eixo longitudinal da tibia.
(A): Em um joelho com RLCC a forga de reacdo articular
pode ser dividida em um componente de cisalhamento
tibiofemoral dirigido cranialmente, paralelo ao plato tibial
(seta amarela) e uma forca de compressdo articular,
perpendicular ao platd tibial (seta amarela). (B): Apos
nivelar o platd tibial, o vetor de for¢a de cisalhamento
tibiofemoral torna-se zero, e a forca de compressdo
articular e a forga resultante tornam-se uma sé (Setas rosa
e amarela) (Muir et al. 2010).

2.2.3. Avanco da tuberosidade tibial (TTA)
E uma técnica que visa eliminar a compressdo da tibia através do posicionamento
do tend&o patelar perpendicular as forcas de cisalhamento do joelho, ou seja, a TTA posiciona o
ligamento patelar perpendicularmente a inclinacdo do platé tibial, avangando a insercdo desse
ligamento cranialmente, eliminando a forca de cisalhamento e aliviando a fun¢do do LCC (Figura
4) (Lafaver et al. 2007, Boudrieau 2009). Durante a realizagdo da técnica, € necesséria a



realizacdo de uma osteotomia na tuberosidade da tibia formando um espaco 6sseo, o qual é

preenchido totalmente por tecido 6sseo ao longo de 8 a 10 semanas de pds-operatdrio (Hoffmann

et al. 2006).

Figura 4 - Representacdo esquematica das forcas
tibiofemorais da articulacdo de um joelho antes (A) e apds
(B) o avanco da tuberosidade tibial (TTA). Para aplicacao
dessa técnica considera-se que a forca de reacdo articular
(seta rosa) é aproximadamente paralela ao tenddo patelar.
(A): No joelho com RLCC a forca de reacao articular pode
ser dividida em um componente de cisalhamento
tibiofemoral dirigido cranialmente (seta amarela) e uma
forca de compressdo articular perpendicular ao platé tibial
(seta amarela). (B): Ao avancar a tuberosidade tibial
cranialmente, o tenddo da patela torna-se perpendicular ao
platd tibial. A forca de reagdo articular (seta rosa),
portanto, torna-se perpendicular ao platd tibial durante o
suporte de peso e, portanto, se iguala a forgca de
compressdo articular (seta amarela) e o deslocamento
tibial cranial € eliminado (Muir et al. 2010).

3. AVANCO DA TUBEROSIDADE TIBIAL (TTA)

A TTA demonstrou excelentes resultados (Hoffmann et al. 2006), além disso € um

procedimento cirdrgico mais simples com menor potencial para gerar efeitos adversos por

problemas técnicos (Boudrieau 2009). A TTA pareceu restaurar o contato e a pressdo femoro-
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tibial normal (Kim et al. 2009), o que pode poupar 0 menisco do risco de um trauma apés a
realizacdo dessa técnica. O trabalho de Kim et al. 2009 também sugeriu que, como a TTA ndo
altera a geometria da articulagdo e nem a distribuicdo de pressdo, pode haver menos
desenvolvimento de osteoartrite ao longo do tempo.
3.1. Escolha da técnica

Vaérios fatores especificos da configuracdo anatdmica do membro devem ser

considerados antes da selecdo desta técnica cirargica (Boudrieau 2009), dentre eles:
3.1.1. Ponto de insercdo do tendao patelar alto e baixo

A tuberosidade tibial pode ter um risco maior de fratura com TTA nos casos em
que o ponto de insercdo do tenddo patelar € mais baixo, uma vez que a placa é aplicada a crista da
tibia e a posicdo do cage esta acima da posicdo mais proximal da placa com pouco 0sso presente
para suporte. Em cées com ponto de inser¢do mais elevado o TTA é preferivel, uma vez que uma
placa maior pode ser aplicada a crista da tibia e 0 cage permanece apoiado com quantidade de
0sso adequada (Figura 5). Contudo, ndo existem estudos experimentais ou clinicos que apoiem
estas hipoteses (Boudrieau 2009, Muir et al. 2010).

Figura 5 - Radiografias laterais da articulacdo do joelho demonstrando
a variacdo entre os pontos de insercdo do tenddo patelar na
tuberosidade tibial. (A) tuberosidade tibial com ponto de insercdo
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baixo, e (B) tuberosidade tibial com ponto de inserc¢éo alto. A posicéo
do cage é demonstrada pelas setas com duas pontas (Muir et al. 2010).

3.1.2. APT aumentado
Os casos em que hd um aumento do APT nédo sdo propicios a TTA (Figura 6).
Sabe-se que 0 APT alvo é de 90° e alcancar esse angulo provavelmente exigird um avanco além
do obtido com os implantes atualmente disponiveis, entretanto o angulo maximo do platé tibial
para realizar uma TTA ainda ndo foi determinado (Boudrieau 2009, Muir et al. 2012). Ja foram
relatados procedimentos bem sucedidos que foram realizados em cdes com inclinacéo
aproximada de 30° e proposto que angulos maiores do que esses provavelmente ndo sao

adequados para aplicacdo da técnica de TTA (Boudrieau 2009, Muir et al. 2012).

Figura 6 - Radiografias médio-laterais do joelho de um cdo demonstrando
diferencas no APT. Em (A) é considerado excessivo com 43° e em (B) dentro
do limite normal com 25°. Se comparada com (B), a inclincacdo do APT em
(A) coloca a articulacdo numa posicéo relativamente de hiperextensdo ea TTA
ndo corrige essa alteracdo, pois 0 APT permanece inalterado (Boudrieau 2009).

3.1.3. Deformidades angulares e tor¢des dos membros
As deformidades angulares e torcdes podem ser tratadas com TTA, contudo, é
necessaria outra osteotomia para a correcao de qualquer deformidade tibial vara, valga ou torcao
(Boudrieau 2009, Muir et al. 2010). A desvantagem de realizar outra osteotomia é que a por¢do
medial do 0sso j& possuira a placa de TTA no terco proximal da tibia, o que interferird com a

posterior fixagdo da placa adicional (Boudrieau 2009, Muir et al. 2010). Embora uma placa
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padrdo possa ser aplicada sobre a fina placa de TTA, isso ndo € ideal e geralmente ndo €
recomendado nestas circunstancias (Boudrieau 2009, Muir et al. 2010).
3.1.4. Tamanho do paciente

A TTA ja foi realizada em cdes de 5 kg até 83 kg (Hoffmann et al. 2006, Lafaver
et al. 2007), mas a limitag&o para a escolha do tamanho do animal depende da disponibilidade de
implantes adequados (Boudrieau 2009, Muir et al. 2010). Os implantes sdo produzidos em uma
variedade de tamanhos, de modo que eles podem ser usados em quase todos os tamanhos de cées
(Boudrieau 2009, Muir et al. 2010). Em casos de ragas muito grandes, como a dogue alemao,
uma das limitagdes pode ndo ser o peso do animal, mas sim a altura (Boudrieau 2009, Muir et al.
2010).

3.2. Planejamento cirurgico
3.2.1. Posicionamento radiografico pré-operatorio

Radiografias médio-laterais pré-operatdrias, utilizadas posteriormente para fazer
medicgdes relacionadas ao planejamento e a técnica cirdrgica, devem ser realizadas com o feixe
centrado no joelho e o angulo de flexdo do joelho (AFJ) deve ser de 135° com erro de 5° para
mais ou menos (Hoffmann et al. 2006, Lafaver et al. 2007, Cadmus et al. 2014), com o intuito do
estabelecimento de um posicionamento perfeito, que é confirmado através da sobreposicdo de
ambos os condilos femorais (Lafaver et al. 2007). As radiografias devem incluir todo o fémur e
tibia e quando nédo for possivel, o trocanter menor e a tibia distal (Hoffmann et al. 2006, Lafaver
et al. 2007, Cadmus et al. 2014), assim, o AFJ serd medido como o angulo formado entre as
linhas tracadas a partir do ponto médio do eixo femoral ao nivel do trocanter menor até a
eminéncia intercondilar tibial e desta eminéncia ao ponto médio tibial mais distal (Figura 7)
(Cadmus et al. 2014).
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Figura 7 - Angulo de flexdo do joelho (AFJ):
Imagem radiografica médiolateral do joelho de
um cdo demontransdo que o AFJ € medido na
intersec¢cdo de uma linha que se origina do ponto
médio do fémur ao nivel do trocanter menor e se
estende até a eminéncia intercondilar e uma linha
que se origina no ponto medio mais distal na tibia
até a eminéncia intercondilar (Cadmus et al.
2014).

3.2.2. Definicao do plat6 tibial
O plato tibial é definido por uma linha tracada entre pontos desenhados nas
margens articular mais cranial e caudal do platé medial tibial, assim o APT é definido como o
angulo criado por uma linha perpendicular tragada ao longo da margem cranial do tend&o patelar
quando se insere na tuberosidade tibial e uma linha tracada ao longo do platd tibial (Figura 8)
(Cadmus et al. 2014).

14



Figura 8 - O plat6 tibial é definido por uma linha que une
pontos em suas margens articulares cranial e caudal
(circulos laranjas). O angulo do tenddo patelar de 90° é
estabelecido estendendo-se uma linha que é perpendicular
ao platé tibial até o ponto de origem do tenddo patelar ao
longo da borda cranial da patela (Cadmus et al. 2014).

3.2.3.Escolha do cage
A técnica ideal utilizada para medir o0 avango requerido para obter um APT de 90°
ainda é controversa, alguns veterinarios utilizam sobreposicdes transparentes para medir o
avancgo necessario (Figura 9), enquanto outros usam software de imagem, entretanto, evidéncias
recentes sugerem que o método de sobreposicéo transparente tende a subestimar o tamanho do
cage (Cadmus et al. 2014).
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Figura 9 - Imagem radiografica mediolateral do joelho de um
cdo demonstrando o uso da sobreposicdo transparente
(template) para planejar o tamanho do cage. A sobreposicédo
transparente foi usada de acordo com as instrucbes do
fabricante (Cadmus et al 2014).

O metodo de sobreposicdo transparente utiliza um modelo fornecido
comercialmente juntamente com os implantes e é sobreposto na linha do plat6 tibial para medir
qual o avanco necessario para obter APT = 90° (Hoffmann et al. 2006, Cadmus et al., 2014). As
linhas de avanco na sobreposicdo correspondem a cages de 6, 9 e 12 mm, determinando assim a
estimativa da distancia de avango necessaria (Figura 10) (Hoffmann et al. 2006, Cadmus et al.
2014), quando a tuberosidade tibial for posicionada entre as linhas de avan¢co do molde, as
medidas devem ser estimadas para 0 nimero inteiro mais proximo, sendo este o tamanho do cage
a ser utilizado, mas quando a medida do avanco exceder 12 mm, a recomendac¢do do tamanho do

cage é registrado como "ndo aplicavel" (Cadmus et al. 2014).
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Figura 10 - Imagem radiografica mediolateral
do joelho de um cdo demonstrando como
determinar 0 avango necessario e, assim, 0
tamanho do cage, dentre os tamanhos 6, 9 e
12 mm, para o TTA. Observe que o0s pontos
de referéncia utilizados sdo os pontos de
insercdo dos ligamentos cruzados cranial e
caudal (setas laranjas), a margem cranial da
patela (seta branca) e a tuberosidade tibial
(seta preta) (Hoffmann et al. 2006).

3.2.4.Escolha da placa
Utilizando o mesmo modelo transparente padronizado fornecido pelo fabricante
dos implantes, define-se o tamanho das placas que devem cobrir toda a extensdo da crista de
tibia, e em alguns casos € necessario alinhar a extremidade proximal da placa ligeiramente
caudalmente (Figura 11) (Lafaver et al. 2007).
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Vaterinary

crista da tibia (setas superiores), o que resulta em uma localizagdo ligeiramente cranial da
extremidade distal da placa (setas inferiores); (B) Em alguns cées a crista tibial ndo é tdo
proeminente distalmente e, portanto, o alinhamento do molde (e placa) paralelo a crista da tibia
(pontas das setas superiores) resultara em um alinhamento mais caudal da porcao distal da placa
em relacdo ao eixo central da tibia antes do avango (setas inferiores); (C) Alinhar o molde (e a
placa) de modo que o aspecto proximal esteja posicionado mais caudalmente (seta curta superior)
resultara em um alinhando ligeiramente cranial da por¢édo distal da placa ao longo do eixo tibial
(setas inferiores), esta € a posicao desejada; (D) Radiografia pos-operatdria mostrando a posicéo
da placa (comparar com C; seta curta superior), apos a TTA, a porcdo distal da placa se move
caudalmente (setas inferiores) e agora repousa mais uma vez ao longo do eixo tibial (Lafaver et
al. 2007).

3.2.5. Procedimento cirurgico

De acordo com a técnica descrita por Hoffmann et al. 2006, ap0s a preparacdo
asséptica do membro deve ser realizada uma abordagem parapatelar medial na articulacdo do
joelho e uma artrotomia craniomedial em todos os casos para avaliar o grau de lesdo dos
meniscos. O procedimento de TTA deve ser entdo realizado de acordo com a técnica descrita
anteriormente por Montavon et al. 2002, utilizando equipamento comercialmente disponivel. A
elevacdo do terco proximal do peridsteo medial da tibia permite a realizacdo de uma osteotomia
longitudinal da crista tibial com uma lamina de serra oscilante iniciando proximalmente e
estendendo-se até a porcdo distal da crista da tibia, mantendo a patela luxada lateralmente e
protegendo o ligamento patelar utilizando-se de um elevador de peridsteo. Uma placa deve ser
aplicada na crista tibial, e fixada neste lugar. O cage cortado deve ser implantado no intervalo da
osteotomia proximal paralelo a superficie da articulacdo, de 1 & 2 mm distal a superficie da
articulacéo e fixado a tuberosidade e ao eixo tibial remanescente, empregando para tanto dois

parafusos. A extremidade distal da placa deve ser fixada a face medial da tibia com parafusos e o
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local da articulacéo e da osteotomia lavado com solucéo fisiologica estéril. Os sitios cirargicos de
artrotomia e osteotomia tibial devem ser fechados rotineiramente.
3.2.6. Pos-operatdrio

Radiografias pds-operatorias devem ser obtidas para avaliar a osteotomia e a
posicdo da placa e cage. Além disso, todos os cdes devem ser avaliados quanto a claudicacéo,
bem como quaisquer outras complicacdes até que a cicatrizacdo da fratura seja radiograficamente
evidente (Lafaver et al. 2007).

4. USO DAS CELULAS-TRONCO
4.1. Células-tronco mesenquimais (CTMs)

Células-tronco s@o genericamente definidas como células indiferenciadas que séo
capazes de auto-renovacgdo através da replicacdo, bem como a diferenciacdo em linhagens de
células especificas (Fortier 2005). Tais células podem ser classificadas como embrionérias ou
mesenquimais (adultas) dependendo da fase de desenvolvimento a partir da qual séo obtidas
(Fortier 2005).

O termo celulas-tronco mesenquimais (CTMs) refere-se a células progenitoras
mesenguimais adultas com potencial para produzir células que se diferenciam em uma variedade
de células mesenquimais, por exemplo, fibroblastos, mioblastos, osteoblastos, tenoblastos,
adipdcitos (Sell 2004, Schaffler & Biichle 2007, Kang et al. 2012, Monteiro et al. 2012),
condrdcitos e células neuronais (Kang et al. 2012). Elas podem ser isoladas no musculo, na pele,
no sangue periférico, no tecido adiposo e na medula dssea, além disso, também produzem
osteoclastos e osteoblastos responsaveis pela remodelacdo de o0sso e adipdcitos, que compdem
uma grande parte da medula 6ssea (Sell 2004, Fortier 2005, Kraus & Kirker-Head 2006, Lopez &
Daigle 2013). Na medula dssea adulta, as CTMs tém cinco papéis principais: células progenitoras
para a formacdo dssea durante a reparacdo de fraturas 0sseas e para a renovagao natural do 0sso,
na formacdo de cartilagem, no suporte vascular, no suporte hematopoiético e como progenitores
para adipécitos (Sell 2004).

4.2. Colheita, isolamento e caracterizacao

Fatores como idade do doador, tipo e localizagdo do tecido adiposo, tipo de

procedimento cirdrgico, condigdes de cultivo, densidade de revestimento e formulagdes de meios

podem influenciar a taxa de proliferacdo e capacidade de diferenciagdo das células-tronco
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(Schaffler & Buchle 2007). No entanto, uma vez que diferentes localizagdes anatdmicas dos
tecidos adiposos tém suas proprias caracteristicas metabdlicas, tais como atividade lipolitica,
composicao de acidos graxos e perfil de expressdo génica, a fonte de enxertos de tecido adiposo
subcutaneo (abdominal versus periférico) pode influenciar a longo prazo as caracteristicas do
enxerto de gordura (Schéffler & Biichle 2007). O tecido adiposo pode ser facilmente obtido por
ressec¢do cirargica, lipoaspiragdo tumescente ou lipoaspiracdo assistida por ultrassom. As
caracteristicas metabdlicas e a viabilidade das células de gordura parecem nao diferir quando se
compara a lipoaspiracdo padrdo com a aspiracdo da seringa. O material obtido pela lipoaspiracao
ainda contém células viaveis e pode ser usado diretamente para a preparacdo de CTMs (Schaffler
& Buchle 2007). O tecido adiposo total obtido por cirurgia primeiro deve ser microdissecado em
condicBes estéreis para obter pequenos lébulos de gordura (0,5 - 1cm®), contudo, tem de se
considerar que o procedimento de isolamento pode afetar as celulas de gordura (Schéffler &
Biichle 2007).

As técnicas de isolamento sdo geralmente baseadas nas propriedades aderentes das
CTMs e a centrifugacdo por gradiente de densidade é utilizada inicialmente para separar as
CTMs nucleadas (Kraus & Kirker-Head 2006, Lopez & Daigle 2013). A medida que as células
sdo cultivadas, as CTMs aderem a superficie do frasco e as ndo aderentes sdo removidas quando
0 meio de cultura é trocado. A essa transferéncia das células da-se 0 nome de passagem, e a
multiplicacdo da populacéo celular de expanséo, produzindo por fim uma cultura pura (Kraus &
Kirker-Head 2006, Lopez & Daigle 2013).

4.3. Células-tronco na reparacao 0ssea

Os mecanismos embrionarios de formacdo Ossea implicam uma sequéncia de
fatores celulares, humorais e mecanicos que resultam na formacéo de tecidos 6sseos capazes de
crescimento controlado, resposta estrutural ao estresse e reparacdo de lesdo, sem cicatriz (Kraus
& Kirker-Head, 2006). A sequéncia de eventos celulares no reparo de fraturas inclui a formacao
de um coagulo, migracdo de macréfagos e células mesenquimais para o local, formacdo de
cartilagem na regido da fratura e a ponte dssea via ossificacdo endocondral, sendo que as CTMs
serdo as responsaveis pela realizacdo desses dois Ultimos eventos, além de desempenhar um

papel osteogénico na remodelacdo dssea normal ou no reparo (Sell 2004).
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Os processos naturais de reparacdo 6ssea sdo suficientes para efetuar a restauracéo
oportuna da integridade Gssea para a maioria das fraturas quando existe um ambiente mecanico
adequado. Algumas situagdes requerem manipulacdo ou aumento de mecanismos naturais de
cicatrizacdo para regenerar grandes quantidades de 0sso novo do que naturalmente ocorre para
atingir metas cirurgicas (Kraus & Kirker-Head 2006). As situacfes especificas que podem
requerer intervencdes adicionais incluem perda substancial de osso do hospedeiro devido a
trauma, artrodese, ndo-unido, unido retardada, doenca metabdlica, artroplastia ou potencial de
cicatrizacdo insuficiente do hospedeiro por doenca local, sistémica ou senilidade (Kraus &
Kirker-Head 2006). Os materiais e estratégias que sdo empregadas devem duplicar e amplificar
0s eventos de unido Ossea secundaria para alcancar o resultado desejado (Kraus & Kirker-Head
2006).

O osso pode ser regenerado atraves das seguintes estratégias: osteogénese
(transferéncia de células), osteoinducdo (inducdo de células para se tornarem 0SSO)
osteoconducdo (proporcionando um arcabougo para células formadoras de 0sso) ou
osteopromocgdo (promocdo da cicatrizacdo e regeneracdo Ossea, estimulando o ambiente
biologico ou mecénico dos tecidos cicatrizantes ou regeneradores) (Kraus & Kirker-Head 2006).
As estratégias mais eficazes utilizam o maior nimero possivel de componentes fundamentais da
regeneracao Ossea e cada etapa da regeneracao Ossea depende de CTMs (Kraus & Kirker-Head
2006).

O reparo de muitas fraturas ocorre por unido 0Ossea secundaria, que € uma
progressdao complexa das CTMs para sua progénie: condroblastos, condrocitos, fibroblastos e
osteoblastos, que formam um calo na fratura éssea que interrompe a matriz e resulta em
hemorragia (Kraus & Kirker-Head 2006). Em seguida, as citocinas da matriz e a desgranulacéo
das plaquetas no local da fratura formam um meio de proteinas biologicamente ativas, algumas
quimioatrativas para CTMs, que migram para a area de dano, essas entdo se proliferam e seguem
as linhagens osteoblasticas, condroblasticas ou fibroblasticas, dependendo do ambiente do local
da fratura (Kraus & Kirker-Head 2006). Os ambientes biolégicos e mecanicos favoraveis
resultam na proliferacdo e diferenciacdo de CTMs em osteoblastos e condrdcitos, que produzem
matriz criando um calo de fratura. O ostedcito mineraliza e a cartilagem sofre ossificacdo

endocondral que forma o 0sso em ponte no gap da fratura (Kraus & Kirker-Head 2006). Assim,
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0s eventos celulares da cicatrizacdo 0ssea sdo a quimioatra¢do, a migracdo, a proliferacdo e a
diferenciagéo, sendo as CTMs os ancestrais fundamentais desse evento celular (Kraus & Kirker-
Head 2006).
4.4. Uso das células-tronco de origem do tecido adiposo

O padrao ouro atual para a reparacdo de defeitos 6sseos é o transplante de enxerto
0sseo. Esta estratégia largamente utilizada resulta geralmente num resultado clinico positivo, mas
tem muitas desvantagens incluindo morbidade significativa no local de coleta, fornecimento
limitado de tecido Osseo, aumento da perda de sangue, procedimento cirdrgico adicional,
diminuicdo do potencial osteogénico do osso enxertado, risco potencial de infeccdo e respostas
imunes problematicas apds a implantacdo (Kang et al. 2012). Por estas razdes, 0s procedimentos
de engenharia de tecido ésseo utilizando uma combinacdo de CTMs e biomateriais tém sido
investigados como uma substituicdo para técnicas de enxerto 6sseo mais convencionais (Kang et
al. 2012).

As principais vantagens da utilizacdo das CTMs de origem adiposa sdo que estas
células sdo faceis de se obter, estdo disponiveis em quantidades substanciais (Li et al. 2007,
Schéaffler & Buchle 2007, Kang et al. 2012) e podem ser colhidas sem risco de morbidade no
local do doador, além disso, tais células crescem estavelmente in vitro e tém uma taxa de
expansdo elevada (Schaffler & Biichle 2007, Kang et al. 2012). De acordo com Kang et al. 2012,
as CTMs de origem adiposa também demonstraram ter um potencial de proliferacdo maior do

que os outros tipos de CTMs.
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MATERIAL E METODOS
1. AVALIAC;C)ES CLINICAS E LABORATORIAIS

Foram selecionados nove cées dentre machos e fémeas, de 1 a 12 anos, das
seguintes racas: Maltés, Cane Corso, Sharpei, Sem Raca Definida, Labrador e Pitbull, sem
sobretudo serem avaliados em relacdo a esses aspectos, que apresentassem algum grau de
claudicacéo e fossem diagnosticados com RLCC atraves de exame clinico especifico do aparelho
locomotor. Sendo estes, o0 teste de gaveta e de compressao tibial, além de radiografias em
posicionamento especifico para a TTA conforme Hoffmann et al. 2006. A andlise clinica foi
complementada a partir da realizagio de hemograma completo e bioquimica de
alaninaaminotransferase (ALT) e creatinina, definidos como exames pré-operatorios, a fim de
obter dados que comprovassem a higidez dos animais utilizados ao longo do experimento. Todos
0s proprietarios assinaram termo de consentimento do projeto (Anexo A)

Os animais também foram classificados no pré e pos-operatorios de acordo com o
grau de claudicacdo, sendo graduados de ZERO a V, onde ZERO - o animal caminha
normalmente; | — leve claudicacgdo; Il - claudicacdo Obvia, suportando o peso; Il — claudicacéo
severa, suportando o peso; IV — claudicacdo intermitente, sem suportar o peso e V — claudicacao
continua, sem suportar o peso (Fossum 2008).

2. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS — PRE-OPERATORIO/POS-OPERATORIO
2.1 Procedimento de analgesia e anestesia.

No momento anterior a inducdo anestésica, todos 0s animais receberam
previamente ceftriaxona intravenosa, na dose de 30mg/kg. Em seguida foram induzidos com
propofol intravenoso, na dose de 4mg/kg e mantidos na anestesia inalatéria com isoflurano
através de vaporizador universal. Foram utilizadas lidocaina (5mg/kg) e morfina (0,1mg/kg) em
dose Unica via epidural buscando anestesia e analgesia, respectivamente.

2.2 Procedimento cirdrgico

Os animais foram submetidos ao procedimento cirlrgico para a aplicacdo da
técnica de TTA descrita por Hoffmann et al. 2006 para tanto foram utilizados implantes da marca
Focus®.

Para realizacdo da técnica de TTA é necessaria uma osteotomia na tuberosidade

tibial; que pode levar cerca de 16 semanas para se consolidar. No intuito de acelerar o processo
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de reparacdo desta area de osteotomia foram empregadas células tronco mesenquimais (CTMs)
oito dias ap0s a operacao. As CTMs foram aplicadas de forma percuténea no sitio de osteotomia.

Para preparo das CTMs seguiu-se 0 seguinte protocolo:

Imediatamente apds a realizacdo da TTA foi coletado de todos os animais um
fragmento de tecido adiposo (cerca de 20g) oriundo do tecido subcutaneo da regido parapatelar
medial, o qual foi acondicionado em solucdo para meio de transporte (fosfato de sodio, cloreto de
sodio, cloreto de potassio, fosfato de potéssio, glicose, antioxidantes e soro haldégeno). As
amostras foram encaminhadas ao laboratério Biocell para crescimento e cultivo das células-
tronco em caixa de isopor contendo gelo.

Apo6s chegar ao laboratorio, a gordura foi submetida a um tratamento enzimatico
para extracdo e expansao das células tronco mesenquimais seguindo protocolo descrito por Kang
et al. (2012). A gordura foi lavada extensivamente com solucédo salina tamponada com fosfato
(PBS), fragmentada e digerida com colagenase em um agitador com 4gua a 37°C por 45 mina 1
hora. A colagenase foi neutralizada com DMEM e 10% de soro fetal bovino (FBS). Em seguida,
a suspensdo celular foi centrifugada e o sobrenadante desprezado, sendo que a fracdo contendo
células-tronco originadas de tecido adiposo foi ressuspendida em DMEM e filtrada através de
uma malha de nylon para remover restos e incubada em garrafas de cultura por 48 horas a 37°C
numa atmosfera umidificada a 5% de CO, em meio normal (DMEM, FBS a 10% e 1% de solucéo
antibiotica/antimicdtica). Apos incubacdo, as garrafas com células foram lavadas extensivamente
com PBS para remover globulos vermelhos ndo aderentes residuais.

As células adquiridas foram mantidas no meio de cultura a 37°C / 5% de CO, até o
oitavo dia pds-operatorio, quando entdo foram removidas das garrafas por meio de tripsinizacéo e
transferidas juntamente com meio de transporte para seringas hipodérmicas de 1,0 mL que foram
enviadas ao cirurgido responsavel para aplicacdo percutanea no gap formado pela osteotomia
(Figura 12).
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Figura 12 — Fotografia cranio-medial demonstrando aplicacéo
percutanea de células-tronco no sitio de osteotomia utilizando
seringa de 1ml e agulha hipodérmica 30X8, 8 dias ap6s o
procedimento cirurgico.

No décimo quinto dia pds operatério, os animais foram avaliados quanto a:
condicao clinica da ferida cirurgica, quanto ao grau de claudicacdo, quanto a efetividade da
técnica de TTA em eliminar o movimento de cisalhamento no joelho operado e quanto ao nivel
de dor na area operada.

Radiografias médio-lateral foram realizadas para avaliar a evolucdo da reparacao

Ossea na area de osteotomia e imediatamente ap0s ao exame radiogréafico foi realizada remocao da
sutura e limpeza da ferida cirargica com PVPI-degermante e alcool 70%.

Apdbs limpeza da ferida, o paciente foi submetido aplicacdo percutanea do
conteddo presente na seringa que foi enviada pelo laboratério. O contetdo da seringa foi aplicado
na parte central do gap 6sseo. Em cinco animais foi aplicado apenas o meio de cultura sem a
presenca de células (Grupo controle) e em quatro animais foi aplicada a seringa contento o meio
de cultura com CTMs (Grupo tratado). Somente o laboratério tinha conhecimento de qual
animal receberia meio de transporte com CTMs e qual receberia apenas o meio de transporte.

Desta forma, o estudo foi caracterizado como duplo cego, ja que nem o cirurgido
nem o proprietario do animal sabiam se 0 mesmo encontrara-se no grupo tratado (GT) ou grupo
controle (GC).
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2.3 Cuidados pos-operatorios

A medicacdo para controle da dor pds-operatéria consistiu de dipirona
25mg/kg/VO a cada 12 horas durante cinco dias associada ao cloridrato de tramadol 3 mg/kg VO
a cada oito horas durante trés dias. Anti-inflamatdrio ndo esteroidal (meloxicam) 0,1 mg/kg VO a
cada 24 horas foi administrado na manhd apds a cirurgia e continuou durante dois dias.

2.4 Andlise radiogréfica.

Os animais foram radiografados aos 15, 30, 60, 90 e 120 dias p6s operatérios. Foi
utilizado o sistema de radiografia Compacto Plus 500L, distancia foco-filme 100 cm, nas
projecdes médio-lateral do joelho acometido (epifises proximal e distal e ainda diafise), nas
técnicas 40kv e 05mAs para animais até 10 kg, 42kv e 05mAs para animais de 10-20 kg e 44kv e
05mAs para animais a partir de 20 kg.. As radiografias foram avaliadas por dois veterinarios que
classificaram as imagens de acordo com a descricdo de Hoffmann et al. 2006: zero - indica que
ndo houve cicatrizacdo 0ssea, | - representa uma producdo 0ssea precoce sem fazer ponte entre a
tuberosidade tibial e o0 eixo da tibia, Il - significa formacdo dssea em um local, 111 - indica ponte
0ssea em dois locais, 1V - representa ponte 6ssea em todos os trés locais, sendo eles, a regido de
osteotomia proximal ao cage, a regido de osteotomia entre o cage e a placa e a regido distal da

osteotomia a placa (Figura 13).
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Figura 13 - Modelo esquematico demontrando (A) Posi¢do da osteotomia
e (B) llustragcdo pds-operatoria da TTA indicando os locais de avaliacao
do preenchimento ésseo. Os sitios foram definidos como (1) a regido de
osteotomia proximal ao cage, (2) regido de osteotomia entre o0 cage e a
placa, e (3) a regido de osteotomia distal a placa (Kim et al. 2010).

2.5 Diferenciacao osteogénica
Para avaliar o potencial osteogénico das CTMs cultivadas, parte das células
permaneceram no laboratdrio e foram induzidas a diferenciacdo celular para tecido 0sseo .
Para a diferenciacdo osteogeénica in vitro as CTMs purificadas foram mantidas em
um meio de cultura contendo acido ascorbico, dexametasona e fosfato de beta-glicerol segundo
protocolo estabelecido por Kang et al. 2012. Apos diferenciagdo celular, a detecgdo de matriz

0ssea foi realizada mediante coloragdo com corante von Kossa (figura 14) .
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Figura 14 - icroscopia Optica aumento 400X) demonstrando (A) as CT, (B) as células-
tronco diferenciadas em ostedcitos com presenca da matriz extra-celular preenchida por calcio
(Setas pretas) e (C) ostedcitos apds coloracdo Von Kossa demonstrando preenchimento por
célcio.

2.6 Densidade das trabéculas dsseas dispostas na substancia esponjosa

Para avaliacdo da densidade das trabéculas dsseas da substancia esponjosa dos
animais submetidos ao procedimento, processaram-se as imagens capturadas no programa Adobe
Photoshop CS6 (versdo 6.0, Adobe Systems Inc., San Jose, CA, EUA) de acordo com Mahl et al.
2009. Usando as projecOes médio-lateral do joelho acometido (epifises proximal e distal e
diafise), foram realizados cortes que representassem a substancia esponjosa da regido do sitio de
osteotomia existente apos a realizacdo do procedimento cirdrgico. As imagens analisadas dos
grupos foram processadas no programa Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics Inc. Silver
Springs, MD) de acordo com Blatt, et al. 2004, empregando a ferramenta “Perform

Segmentation” (Figura 15).
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Figura 15 — llustracdo do uso do programa de andlise de imagens Image-Pro Plus 6.0® para
quantificacdo da densidade de osso trabecular. Para a avaliacdo, ap0s a imagem estar aberta no
programa (A), deve ser aberta a guia "perform segmentation” (seta vermelha). Com a nova guia
aberta, com o auxilio do conta gotas (seta vermelha) (B), selecionar a area correspondente ao
tecido 0sseo (seta preta) para marcacao e destaque da area em questdo (C). Ap6s a marcagdo, foi
aplicado o efeito de mascara para contraste entre branco (area a ser avaliada) e preto (seta
vermelha) (D). Em seguida, com auxilio da ferramenta de histograma do programa, arrastar a
linha da direta do histograma (E) para o final do mesmo (setas vermelhas) (F), para que apenas a
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area branca previamente marcada seja quantificada, apresentando o resultado em porcentagem
(elipse vermelha).
2.7 Andlise estatistica

Foi efetuada analise descritiva para obtencdo da média e desvio padrdo. A
normalidade foi obtida a partir da aplicagédo do teste de Kolmogorov-Smirnov. As radiografias
foram divididas em grupos nos periodos de avaliacdo de pos-operatério, de modo que as imagens
foram classificadas conforme o proposto por Hoffmann et al. 2006, em diferentes escores e em
periodos distintos, a partir da aplicacdo do Teste Qui-quadrado. A densidade das trabéculas
Osseas dispostas na substancia esponjosa foi avaliada, em cada um dos periodos, para os dois
grupos, a partir da aplicacdo do teste de Mann Whitney. Esta densidade foi ainda comparada
entre os diferentes periodos a partir da aplicacdo do teste de multipla comparacdo de Tukey’s,
entre os dois grupos. Foi adotado como sendo como p<0,05 para todos os testes e para tal

empregou-se o programa Graph Pad Prism 6.0.
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RESULTADOS

1. AVALIAQC)ES CLINICAS E LABORATORIAIS

Foram submetidos ao procedimento cirdrgico nove animais para aplicacdo da
técnica de TTA, sendo trés machos e seis fémeas. A idade média desses animais foi de 6,1 anos
variando de um a 12 anos. Trés desses animais eram de racas mesticas (33,33%), dois da raca
maltés (22,22%), um da raca labrador (11,11%) e os demais de outras racas (33,33%). O periodo
médio entre o dia do diagnostico e o procedimento cirdrgico foi de 19,1 dias. Os animais foram
classificados no pré e pds-operatérios de acordo com o grau de claudicacdo (0-5) (Fossum 2008),
conforme a tabela abaixo.

Tabela 1 — Classificacdo da claudicacéo (%) de acordo com Fossum 2008. Animais dos grupos
controle (GC) e tratados com CTMs (GT) no periodo pré-operatorio e com 8 dias de pés-

operatorio.
SCORE 1 1] v Vv
Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pre Pos
GT (n=4) - - 25 50 50 50 25 -
GC (n=5) - 60 40 40 20 - 40 -

2. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS — PRE-OPERATORIO E POS-OPERATORIO
2.1. Procedimento cirdargico

Todos o0s animais tiveram ruptura completa e unilateral do LCC da articulagéo do
joelho, sendo que trés (33%) romperam o LCC do joelho direito e seis (67%), do joelho
esquerdo. Cinco (55%) utilizaram cage 6 mm, trés (33%) utilizaram cage 9 mm e apenas um
(11%) o cage namero 12 mm. As placas foram escolhidas de acordo com o padrdo radiogréafico
com os animais devidamente posicionados (articulacdo fémoro-tibio-patelar com angulacdo de
135°) e foram utilizadas duas placas nimero 0, uma placa nimero 0,5, duas placas nimero 1,

uma placa numero 2, duas placas nimero 3 e uma placa nimero 4 (Figura - 16)
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Figura 16 - Fotografia demonstrando a caixa do sistema de TTA com bloqueio da
marca Focus® utilizado para a realizacdo do experimento. A esquerda (seta preta)
os diferentes tamanhos de placas que variam de 0,5 a 6 e na regido central (seta
branca) os tamanhos de cages disponiveis (06, 09 e 12).

2.2. Complicacdes pés-operatdrias

Dentre os animais tratados (GT), foi observado um total de cinco complicactes
poOs-operatdrias, dentre elas seroma, vomito, tosse, infeccdo na regido da ferida cirdrgica e 50%
destes tiveram fratura da tuberosidade tibial apés 15 dias da colocacdo do implante, mas sem
necessidade de nova intervencdo para correcdo da fratura. Em um dos animais, a infeccdo foi
recorrente na regido do cage e foi recomendada a retirada do implante apos o total preenchimento
do local da osteotomia. No GC foram observadas trés (40%) complicacdes pds-operatorias,
dentre elas fratura da tuberosidade tibial apos 24 e 42 dias, infec¢do na regido da ferida cirdrgica
proximo ao cage, e um caso de discreto seroma na regido da ferida cirargica do local onde foi
retirada amostra do tecido adiposo.

Todos os animais receberam alta cirdrgica e clinica ao final do experimento, pois nao
apresentavam nenhum grau de dor & palpagdo dos membros submetidos aos procedimentos. Em
um paciente foi observado claudicacdo grau | bilateral 120 dias ap0s o procedimento,
possivelmente devido a displasia coxofemoral bilateral concomitante, além disso, ele foi
submetido a novo procedimento de TTA para corre¢do da RLCC do joelho contralateral quando

da finalizacdo do experimento.
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2.3. Anédlise radiografica

As radiografias dos grupos foram divididas ao longo dos periodos de avaliagdo

pos-operatdria, de modo que as imagens foram classificadas conforme a tabela abaixo e os

escores avaliados diante dos diferentes periodos de acordo com a aplicacdo do Teste Qui-
quadrado (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacdo da ossificacdo (%) de acordo com Hoffman et al. 2006 dos animais dos
grupos controle (GC) e tratados com células-tronco mesenquimal (GT) ao longo do periodo de
avaliacdo. Teste Qui-quadrado com nivel de significancia p<0,05, entre 0os mesmos periodos para
os diferentes grupos.

15 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
SCORE D
GC GT GC GT GC GT GC GT GC GT
ZERO 50 75 20 50 10 - - - - - <0,0001
I 30 12,5 10 12,5 10 12,5 - - 10 12,5 0,07
I - 12,5 40 25 50 25 30 - 20 - <0,0001
11 20 - 20 125 - 50 30 62,5 30 50 |<0,0001
v - - 10 - 30 125 40 37,5 40 37,5 | 0,009
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Figura 17 - Radiografias demonstrando os periodos avaliados e os escores dados de forma subjetiva. Imagens A, B, C, D e E
representam animal do GT, respectivamente nos periodos de 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Imagens F, G, H, | e J representam animal do
GC, respectivamento nos periodos de 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Score Il (A), Score lll (B, F e G), Score IV (C, D, E, H, 1 e J).
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3. DENSIDADE DAS TRABECULAS OSSEAS DISPOSTAS NA SUBSTANCIA
ESPONJOSA
Comparando separadamente a densidade das trabéculas Gsseas da substéncia
esponjosa da regido recém-formada apds a osteotomia nos diferentes grupos, foi possivel
constatar nos animais do GC uma média de preenchimento de 36,45% ap6s 30 dias em relagdo ao
GT, com diferenca estatistica conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Desvio padrdo e erro padrdo da média da densidade das trabéculas da substancia
esponjosa (%) nos grupos controle (GC) e tratado (GT). Foi aplicado o teste de Mann Whitney
para entre 0s grupos em cada periodo. Asterisco na coluna, entre as diferentes linhas expressa
diferencga estatistica p<0,05.

15 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
GC 39,32+6,42 7150+443* 7099+395 66,40+551 66,67 +8,26
GT 48,81 + 7,22 45,44 +7 34 6450+978 61,25+449 68,45+555

Asterisco (*) na coluna, entre as diferentes linhas expressa diferenca estatistica p<0,05.



DISCUSSAO

Comparativamente, os animais do GC obtiveram uma melhora efetiva no quadro
da claudicagdo ap06s oito dias do procedimento cirdrgico em relacdo ao GT, onde aqueles animais
que foram classificados conforme o score de claudicagdo 1V e V no GC demonstraram melhor
recuperacdo. De forma relativa e parcial, apenas tomando como base a avaliagéo da claudicacao,
foi possivel observar que os animais do GT obtiveram resposta semelhante aos animais do GC ao
final do estudo. Sendo assim, foi possivel extrapolar que a aplicacdo de células tronco
mesenquimais nao foi benéfica como se esperava, no que diz respeito a deambulacdo e
diminuicdo do desconforto pés-operatério imediato para o grupo tratado. Este estudo ndo esteve
de acordo com Holffmann et al. 2006 e Lafaver et al. 2007, quando nos animais avaliados houve
uma resposta eficaz, mesmo que em curto prazo.

A utilizagcdo de propofol intravenoso e isoflurano inalatorio para inducgdo e
manutencdo da anestesia, respectivamente permitiram que 0s animais entrassem em plano
anestésico e entdo fossem submetidos ao procedimento cirdrgico, ndo acarretando nenhuma
intercorréncia transcirargica. Conforme os achados, foi possivel observar que a ocorréncia de
vOmito pos-operatério poderia estar associada a ulceracdo gastrointestinal, decorrente da
depresséo, induzida por anti-inflamatorio ndo esteroidal utilizado no pds-operatorio, dos efeitos
citoprotetores normais na mucosa gastrica incluindo supressdo da secrecdo de bicarbonato e a
producdo de muco, conforme descrito por Monteiro-Steagall et al. 2013. Apesar da ocorréncia do
achado, deve ser enfatizado que a frequéncia foi pequena e esse achados ndo interfere nos
resultados obtidos por esse estudo.

De outra forma, uma das complica¢cdes mais comuns descritas em todas as técnicas
para correcdo da RLCC ¢ a infeccdo no local de incisdo, e nesse estudo, dentre os animais
operados, 11% (um animal) apresentou essa complicacdo, concordando com o0s dados
apresentados por Priddy et al. 2003 e Pacchiana et al. 2003 apud Hoffmann et al. 2006, nos quais
estes indices variaram de < 1% a 7%; considerando que a ocorréncia de observactes
mencionadas por estes autores foi de 193 casos (Priddy et al. 2003) e 397 (Pacchiana et al. 2003),
a diferenca percentual encontrada se da devido ao pequeno nimero de animais avaliados. Para
minimizar as taxas de complica¢des relacionadas a infecgdo, foi necessério: atencdo aos detalhes

do procedimento a ser realizado, cumprimento rigoroso das técnicas de assepsias pré-operatorias
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e cuidados adequado no pés-operatédrio (Priddy et al. 2003). Estas recomendagdes, garantiram a
diminuicdo das complicagcbes como observado nos achados do experimento.

Ainda como fator complicador no pés-operatdrio, foi observada a formacdo de
seromas em 20% no GC e 25% no GT. A evidenciacdo dos seromas estariam associados a
utilizacdo de eletrocautério conforme descrito por Porter et al. 1998, como foi adotado nos
procedimentos. Normalmente seromas séo indolores e sua ocorréncia também pode atrasar as
terapias adjuvantes no processo de cicatrizacdo, além disso, tem sido associada a infecgdo das
feridas (Porter et al. 1998).

Foram observados quatro casos de fratura da tuberosidade apds a realizacdo da
cirurgia de TTA, sendo dois em cada um dos grupos. Como medida adotada para resolucao deste
complicador os animais acometidos foram tratados de forma conservadora. Esta escolha foi
motivada pela pequena gravidade dos sinais clinicos, principalmente a intensidade da
claudicacdo, e ndo pelos fatores decorrentes da fratura, tais como a conformacéo e deslocamento,
estando de acordo com Calvo et al. 2014. Deve ser ressaltado que a estabilidade do parafuso no
cage pode desempenhar um papel importante na estabilidade da tuberosidade tibial fraturada e,
portanto, minimizar os sinais clinicos associados (Calvo et al. 2014). Em todos os casos, tratados
de forma conservadora, o parafuso pareceu ser funcional e adequado, pois 0s animais
apresentaram melhora clinica nas avaliac6es de claudicacdo e dor, mesmo nao sendo submetidos
a novo procedimento cirurgico. Levando a crer que, a fratura da tuberosidade tibial é tida como
uma complicacdo de TTA, que pode ter um prognéstico favoravel embora possa resultar em
morbidez significativa e, em alguns casos, uma nova cirurgia de revisio possa ser necessaria. E
uma complicacdo que pode ser evitavel, através da atencdo cuidadosa a técnica cirdrgica e
tomada de decisdo adequada em relacdo a escolha dos implantes e locais de aplicacéo.

Em ambas avaliacdes, objetiva e subjetiva, ao final do experimento foi possivel
observar que o GC obteve resultados iguais ao GT no que se refere ao processo de ossificacao,
contudo, o GT possivelmente obteve um atraso no periodo de diferenciacdo, justificavel devido a
necessidade de reorganizacdo decorrente do processo inflamatorio apds a introducéo das células
tronco com oito dias de pos-operatorio, ao contrario do estudo realizado por Zamprogno 2007
que verificou eficicia na terapia com células-tronco introduzidas ap6s 15 dias da primeira

intervengdo no foco de fratura, promovendo a unido 6ssea ao final do estudo. Dessa forma,
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tomando como base 0 momento de aplicacdo das células, foi possivel entender que este ocorreu
em fase precoce, visto que o processo de diferenciacdo deveria ser iniciado a partir dele, mas
contraditoriamente a isso, possivelmente as células foram em parte desviadas para a
reorganizacdo do processo inflamatério instalado ap6s a sua introdu¢do no meio. Levando em
consideracdo que a primeira fase denominada inflamatoria ocorre desde o primeiro dia de leséo
até o terceiro dia (Cho et al. 2002), e que nesse momento se da a limpeza das areas danificadas e
migracdo de células pluripotentes, estas sdo ativadas para desempenhar funcdes
imunossupressoras e reducdo da resposta das células imunes (El-Jawhari et al. 2016),
justificando, portanto, a resposta evidenciada. De outra forma, somente na segunda fase,
denominada de reparo ou condrogénica, caracterizada pelo pico de expressdo de colageno a partir
do sétimo dia até o décimo quarto (Cho et al. 2002), foi quando se observou diferenciacdo das
células pluripotentes em osteoblastos ou condroblastos e angiogénese induzida por macréfagos,
que também regularam a diferenciacdo das células pluripotentes e assim a acéo de outras células
imunologicas, linfécitos T e B, localizados em contato proximo aos osteoblastos, auxiliando
entdo a transicao da cartilagem para o 0sso (El-Jawhari et al. 2016).

Sabe-se que a fratura Ossea, € uma interrupcdo do fornecimento de sangue e
posterior agregacdo plaquetaria com a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias derivadas das
plaquetas (El-Jawhari et al. 2016). Estas citocinas estimulam o retorno de linfocitos e
mondcitos/macréfagos para o local da fratura, iniciando o processo de cicatrizagdo Ossea (EI-
Jawhari et al. 2016). A terceira e ultima fase denominada osteogénica ou de remodelamento se
inicia nas primeiras 24 horas e a diferenciacdo maxima ocorre entre os dias 14 e 21 ap06s a fratura
(Cho et al. 2002). Sendo assim, nos dois casos do GT que tiveram fratura aos 15 dias, tal fratura
pode ter influenciado o atraso observado da cicatrizagdo em relacdo aos animais do GC que
apresentaram a fratura tardiamente, sugerindo que as células troncos introduzidas podem ndo ter
se diferenciado em osteoblastos como esperado, e sim mais uma vez desviadas para 0 novo
processo inflamatério instalado apo6s a fratura da tuberosidade tibial. Acrescido ao fato que a
escolha do tempo de intervencdo terapéutica em relacdo ao estado inflamatorio € um desafio
essencial a ser abordado conforme observacdo de El-Jawhari et al. 2016. De qualquer modo,
ambos os grupos alcancaram a ossificacdo completa dentro do periodo de 8 a 10 semanas de pos-

operatorio conforme proposto por Hoffmann et al. 2006.
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CONCLUSOES

O tratamento da RLCC pela técnica de TTA promove a formacdo de um GAP de
fratura que pode levar até 10 semanas para se consolidar. Devido ao amplo emprego da TTA em
caes, tornou-se relevante o estudo visando uma antecipacdo do processo reparativo do GAP de
osteotomia.

O uso terapéutico de células tronco mesenquimais para recuperacao da perda dssea
deve considerar o microambiente, particularmente o estado de inflamacdo. Dessa forma, para o
periodo avaliado, ndo foi possivel minimizar o tempo estimado de recuperacdo do GAP,
sugerindo inicialmente um aumento no nimero de animais avaliados e uma reavaliagdo em
relacdo ao tempo de intervencao terapéutica com as células tronco. Além disso, acredita-se que a
quantidade de células inseridas possa ser proporcional ao tamanho dos animais sugerindo
também padronizacdo do tamanho dos pacientes e/ou da quantidade de células introduzidas.
Contudo, é possivel que 0 uso de imagens digitais possam evitar a ocorréncia de subjetividade

das avaliacgdes.
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ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO

Autorizacdo para Coleta de Tecido Adiposo e Aplicacdo de Células-tronco

TERMO DE RESPONSABILIDADE MEDICO-VETERINARIA

Para fins de ordem legal, autorizo a préatica dos procedimentos veterinarios para coleta de
tecido adiposo e posterior aplicacdo de células tronco no animal de minha propriedade.

Declara ainda estar perfeitamente ciente de todos os aspectos que envolvem os
procedimentos de coleta de tecido adiposo e aplicacdo das células tronco, tendo recebido do médico

veterinario todas as informagdes solicitadas, bem como outras subsidirias, conforme a seguir explicita:

e Que lhe foram detalhadamente explicadas por seu médico a natureza, a finalidade, as
peculiaridades, os beneficios, os riscos e as possiveis complicaces dos procedimentos;

¢ Que, como em toda intervencdo cirdrgica, existe um risco excepcional de mortalidade,
decorrente do préprio ato cirargico ou das condicdes vitais do paciente;

¢ Que foi informado(a) e estd ciente de que, como em qualquer outro ato operatério, ao
submeter-se a presente cirurgia esta também sujeita a sofrer complicacfes e idiossincrasias, intra-
operatérias e poOs-operatérias, tais como: reacbes aos medicamentos administrados, hemorragias,
infeccBes, parada cardio-respiratoria, dentre outras;

¢ Que foi também esclarecido(a) acerca de outras intercorréncias e seqiielas que podem
advir da cirurgia proposta, tais como acumulo de liquidos, sangue ou secre¢Bes nas cavidades operatorias
ou na pele; aparecimento de manchas hipo ou hipercrémicas e inchacdo na regido operada; necrose da pele
por reducdo da irrigacdo sangilinea; cicatrizes queloideanas;

e Que cada uma dessas complicacdes e o significado de seu nome técnico lhe foi
detalhadamente explicada pelo médico veterinario;Que essas complicagdes, algumas vezes, decorrem de
fatores imponderéaveis e imprevisiveis, tais como reagdes organicas do proprio paciente; 7) Que em
virtude do acima exposto podera ser imperativa a utilizagcdo de monitorizacdo invasiva, sobre a qual ja foi
0 proprietario do paciente suficientemente esclarecido (a);

e Que se ocorrerem intercorréncias ou imprevistos a equipe meédica veterinaria podera
adotar técnica cirurgica diferente da programada, sempre em beneficio do paciente;

e Que, na eventualidade acima descrita, o tempo de hospitalizacdo podera estender-se

além do programado;
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e Que deverd informar ao médico veterinario todos os medicamentos e drogas que esteja

utilizando pelo animal, posto que tais substancias podem produzir interacdes deletérias com os anestésicos

ou trazer complicacdes operatdrias e pos-operatorias;

e Que com tais explicacdes e esclarecimentos estd plenamente satisfeito(a), tendo

compreendido e aceitado se submeter ao tratamento de terapia celular proposto;

Outrossim, declaro as especificacbes do animal de minha propriedade, dato e assino o

presente documento, com forca de contrato de prestacdo de servigos médico-veterinarios.

Espécie :

Raca

Sexo

Pelagem:

Nome
Idade

Proprietario:

Endereco
R.G.
CPF

Telefones:

E para que fique registrado o seu pleno consentimento em se submeter ao procedimento

de coleta de tecido adiposo e aplicacdo de células tronco acima descrito, firma o presente documento em

03 (trés) vias de igual teor e forma, as quais vao também assinadas pelo proprietario do animal e por mais

02 (duas) testemunhas.

Proprietario do Animal

Médico Veterinario Responsavel

Testemunhas
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Responsabilidade Clinica do Médico Veterinario

Eu, Dr. regisrado no
Conselho Regional de Medicina Veterinaria, sob o niamero ,S0U 0 responsavel pelo
tratamento e acompanhamento do
animal Jraca : de  propriedade
de CPF , para quem estou indicando o tratamento de
terapia celular para tratamento da lesdo com diagndstico
de

Informei ao proprietario do paciente que a forma de agdo das células tronco e que a terapia
celular ndo causa risco para o animal entretanto os resultados esperados variam de acordo com
cada animal bem como com a extensdo da lesdo. Portanto, o0 acompanhamento dos resultados,
bem como a terapia pos aplicacdo deve ser acompanhado pelo meédico veterinario responsavel
pela terapia celular.

A Ser preenchido pelo proprietario do paciente

Eu, , Carteira de identidade
ndmero Orgéo Expedidor : residente na
rua : Cidade :
Estado , e telefone para contato , recebi pessoalmente as

informacGes sobre o terapia celular que serd aplicada em meu animal e declaro que entendi as
orientacdes prestadas.

Assinatura

R.G. do Responsavel

Data e Assinatura do Médico CRMV
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