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1. QUALIFICACAO DO PROBLEMA

A displasia coxofemoral (DCF) € um transtorno de desenvolvimento comum do
céo, consistindo em graus variados de frouxidao das articulagdes coxofemorais (ACF),
remodelacdo progressiva das estruturas do quadril e subsequente desenvolvimento
de artrose 6ssea (REMEDIOS; FRIES, 1995; SYRCLE, 2017).

Apesar de ter sido inicialmente relatada em 1935 por Schnelle e da
intensificacéo dos estudos sobre a DCF a partir da década de 50, a afec¢ao continua
a ser amplamente diagnosticada (SYRCLE, 2017) e é considerada a condicao

ortopédica mais diagnosticada no cdo (GASPAR et al., 2016).

Em longo prazo, a DCF promove desgaste das superficies articulares e
contribui para o desenvolvimento de doencga degenerativa (DAD), podendo evoluir
para luxacao parcial ou total (GINJA et al., 2010). A frouxiddo nas ACF é considerada
um dos principais fatores de risco associada a DCF e também é a base para diversas
formas de diagnostico radiogréficos e tratamentos (SMITH, 1997, POWERS et al.,
2010; RUNGE et al., 2010; ANDERSON, 2011; BUTLER; GAMBINO, 2017).

Embora as causas ndo sejam completamente conhecidas, fatores genéticos e
ambientais (taxa de crescimento, nutricdo inadequada e exercicios) influenciam a
ocorréncia da doenca (JANUTTA; HAMANN; DISTL, 2008; KING, 2017).0
diagnéstico da DCF é realizado a partir da associacdo de anamnese, sinais clinicos e
exame fisico, e a confirmacdo é feita através de exames de imagem sendo a
radiografia o método mais aceito mundialmente (SOUZA; TUDURY, 2003; GINJA;
PENA; FERREIRA, 2005; KARBE et al., 2012; YAYGINGUL; SARIERLER, 2013).

A escolha por tratamento conservador ou cirargico depende da idade do
paciente e da gravidade da doenca. O tratamento conservador (e.g. restricdo do
exercicio, perda de peso, analgésicos ou condroprotetores) € concentrado no controle
da dor e retardo das alteracGes degenerativas, porém, os resultados disponiveis em
literatura s@o controversos e demonstram eficiéncia questionavel (BARR; DENNY;
GIBBS, 1987; FARRELL et al., 2007). Os tratamentos cirlrgicos, por sua vez, podem
ser destinados a evitar a evolucdo da afeccdo (e.g. sinfisiodese pubica juvenil ou
osteotomia tripla da pelve) ou aplicados quando DAD ja estiver instalada (e.g. protese
de quadril, denervacdo acetabular ou a exérese da cabeca e colo femorais)
(SCHACHNER; LOPEZ, 2015). Entretanto, ndo ha ainda um tratamento considerado


https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/hip-dysplasia-canine
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/osteoarthritis
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S109002331100400X#b0050
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padrdo ouro (GINJA et al., 2010; BERGH; BUDSBERG, 2014; BELSHAW; ASHER;
DEAN, 2016).

Assim, novos métodos para o tratamento da DCF tém sido estudados no intuito
de minimizar a sintomatologia clinica e consequentemente promover melhoria na
qualidade de vida dos animais (RIALLAND et al., 2013; VILAR et al.,, 2014,
SCHACHNER; LOPEZ, 2015; SCHILLER, 2017). Nesse contexto, a utilizagdo de
terapia celular no manejo de condi¢bes resultantes da DCF (BLACK et al., 2007;
VILAR et al., 2014) e osteoartrite (KONG et al., 2017; MARX et al., 2014; VALLONE

et al., 2013), surge como uma nova alternativa.

Estudos tém demonstrado a capacidade das células-tronco mesenquimais
(CTM) de se diferenciar em variados tecidos, além dos efeitos anti-inflamatérios,
imunomoduladores e imunossupressores, oferecendo possibilidades de regeneracao
e manutenc¢do da cartilagem articular e também contribuindo para diminuigado da dor
e o aumento da funcionalidade articular (DA SILVA MEIRELLES et al., 2009;
SALGADO et al., 2010).

No entanto, a literatura cientifica destaca uma acentuada disparidade entre 0s
supostos beneficios das células-tronco (CT) e sua comprovacdo préatica. Assim,
estudos visando direcionamento futuro de terapias efetivas baseadas no uso das CT
sao de extrema importancia (VOLK; THEORET, 2013; WHITWORTH; BANKS, 2014,
FILARDO et al., 2016; MARKOSKI, 2016).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 DISPLASIA COXOFEMORAL

A Displasia coxofemoral (DCF) € descrita como uma doenca de carater
genético, de natureza poligénica e multifatorial (BRASS, 1989; ZHANG et al., 2009),
que causa dor de intensidade leve a grave e graus variaveis de incapacidade fisica
em caes portadores desta condigdo (KAPATKIN et al., 2002) podendo ocorrer uni ou
bilateralmente (LUST, 1997).

Pode acometer gatos e caes de pequeno porte, entretanto, apesar de nao haver
predilecdo sexual ou racial, é frequentemente relatada em racas de médio e grande
portes como Labrador, Golden Retrievers, Pastores Alemées e Rottweilers (FRIES;
REMEDIOS, 1995; COOK; TOMLINSON; CONSTANTINESCU, 1996; “OFA”, 2017;
SYRCLE, 2017).

A prevaléncia da DCF varia amplamente dentre trabalhos e dentro das ragas.
Um estudo avaliou registros médicos de 27 hospitais de ensino veterinario e mostrou
uma prevaléncia de apenas 3,5%(WITSBERGER et al., 2008). Por outro lado, dados
da Fundacdo Ortopédica para Animais (OFA) revelam uma prevaléncia estimada
variando de 1% em cées da ragca Whippet a 80% em Bulldogs (SCHACHNER; LOPEZ,
2015; KING, 2017; SYRCLE, 2017). Outro estudo relatou prevaléncia com variacéo
de 16,7 a 71,4 % (BROECKX et al., 2014). Essa disparidade ¢é atribuivel a dificuldade
em avaliar com precisdo uma amostra verdadeiramente representativa da populagéao
total, juntamente com diferencas na prevaléncia entre grupos localizados, resultando

em viés de amostragem (KING, 2017).

Caes predispostos a DCF nascem com os quadris normais e posteriormente se
tornam displasicos (KING, 2017). Uma acentuada disparidade no desenvolvimento
dos tecidos moles e 0sseos resulta em instabilidade e frouxidédo articular (SOUZA,
TUDURY, 2003). Consequentemente ocorre uma incongruéncia das ACF e um
aumento da forga atuando sobre uma area de contato menor. Com a mudanga na
biomecanica, a cartilagem é submetida a um estresse decorrente do aumento na
tenséo, resultando na liberacdo de enzimas como inerteleucina-1 (IL-1), IL-6 e fator

de necrose tumoral (TNF-a), as quais contribuem para destruicdo de condrdcitos,
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sinovidcitos e células inflamatorias que degradam os proteoglicanos da matriz (KING,
2017).

A inflamagdo continua e o desgaste anormal provocam perda adicional de
conformacdo normal das articulacdes resultando em alteracbes degenerativas
posteriores (osteofitose, esclerose 0ssea acetabular, espessamento do colo femoral,
fibrose da capsula articular e subluxagcdo da cabeca femoral) (FRIES; REMEDIOS,
1995; SOUZA; TUDURY, 2003).

Em geral as causas da patologia sdao complexas e ainda néo totalmente
compreendidas. Um consenso sobre os fatores etioldgicos, envolve a expresséo de
fatores genéticos e ambientais (fenotipicos) (BRASS, 1989). O fenétipo de um céo é
determinado pelo seu gendtipo em combinacéo com a influéncia de fatores ambientais
externos (KING, 2017). Assim, o desenvolvimento da afeccdo em individuos afetados
pode ser modificada por influéncias ambientais que ndo causam DCF, mas alteram as
caracteristicas de manifestacdo e sua gravidade e dessa forma, dois individuos com
a mesma carga genética podem diferir quando a manifestacdo da doenca (FRIES;
REMEDIOS, 1995). Além disso, o envolvimento de genes recessivos demonstrados
por MAKI et al. (2004), pode explicar o fato de animais negativos para a DCF ao exame

radiogréafico, produzirem filhos displasicos.

A expressdo genética no desenvolvimento da DCF tem sido amplamente
estudada em vista das caracteristicas hereditarias relacionadas a afeccao (KING,
2017). J4 foram demonstrados, a existéncia de varios locus de caracteristica
quantitativa (QTL) em diversos cromossomos relacionados a DCF . Da mesma forma,
novos conceitos de herdabilidade e pressédo de selecédo tem sido adicionados aos
estudos e métodos de controle (BLISS et al., 2002; PHAVAPHUTANON et al., 2009).

Além disso, os estudos genéticos sdo de extrema importancia, pois 0s
programas de controle baseados em avaliacdo de radiografias s6 avaliam os aspectos
fenotipicos e assim, sédo eficientes para decisdes de tratamento, mas ndo sdo um
meétodo confiavel para selecionar cdes com a composi¢cao geneética mais resistente
para reproducdo em decorréncia das caracteristicas complexas da DCF (ZHANG et
al., 2009; ZHU et al., 2009). Por outro lado, alguns estudos baseados na analise

retrospectiva de dados epidemioldgicos tém demonstrado a contribuicdo da selecéo
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fenotipica resultando em melhorias fenotipicas e genéticas (JANUTTA; HAMANN;
DISTL, 2008; OBERBAUER; KELLER; FAMULA, 2017).

Os fatores ambientais exercem sua influéncia para maximizar ou minimizar a
expressdo fenotipica da DCF (ZHU et al.,, 2009) A nutricdo € um dos fatores
ambientais de maior importancia no desenvolvimento da DCF embora seu
envolvimento seja tdo multifatorial como a propria afeccdo (FRIES; REMEDIOS,
1995). A taxa de crescimento com rdpido ganho de peso, os métodos de alimentacao,
0 consumo excessivo de ragdo e nutrientes especificos, o equilibrio eletroliticos na
dieta e a suplementacéo de calcio e vitamina C demonstraram influenciar de forma
expressiva a DCF (RICHARDSON, 1992; FRIES; REMEDIOS, 1995).

Além disso, o envolvimento de horménios (e.g. estrogénio, relaxina , insulina e
0 paratormoénio) e o esforco excessivo em uma idade jovem foram propostos como
potenciais contribuintes para o desenvolvimento de afeccdo (FRIES; REMEDIOS,
1995).

2.1.1 Diagnéstico da displasia coxofemoral

O diagnéstico da DCF é realizado a partir da associacdo de anamnese, sinais
clinicos e exame fisico, e a confirmacéo é feita através de exames de imagem sendo
a radiografia 0 mais realizado (GINJA et al., 2009). Os sinais clinicos de cdes com
DCF sdo muito varidveis e embora haja uma forte correlacdo entre a intensidade da
dor e os sinais clinicos, estes podem nédo se correlacionar com a morfologia éssea e
alteracdes visiveis nos métodos de diagnéstico por imagem (DYCUS; LEVINE;
MARCELLIN-LITTLE, 2017).

Comumente o surgimento, dos sinais clinicos ocorrem em duas condigdes: (1)
em cées jovens com menos de um ano de idade, os quais apresentam claudicagcéao
em decorréncia da instabilidade na ACF e sobrecarga nas areas articulares, onde a
dor é causada principalmente pela ruptura ou estiramento dos ligamentos redondos,
ocorréncia de sinovite e microfraturas acetabulares; e (2) animais adultos com mais
de um ano, os quais apresentam sintomas decorrentes de DAD como anormalidades
da marcha, rigidez, diminuicdo na amplitude de movimento, andar de coelho e
dificuldade em subir escadas ou saltar sobre os obstaculos (FRIES; REMEDIOS,
1995; GINJA et al., 2010).
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O exame fisico permite avaliar se a claudicagcdo ou desconforto tem localizacéo
na articulagao coxofemoral ou em outra regido anatomica (GINJA; PENA; FERREIRA,
2005). Uma série de testes clinicos tem sido utilizados no auxilio ao diagnéstico da
DCF e podem ser separados em dois grupos: (1) testes como o animal consciente
(e.g. teste da abducdo e rotacdo externa, teste da extensdo da ACF, teste de
subluxacéo, teste da presséo dorsal e teste de estacdo bipede); e (2) testes com
animal sedado ou anestesiado (e.g. testes de Ortolani, Bardens e Barlow) (SOUZA;
TUDURY, 2003; GINJA; PENA; FERREIRA, 2005; GINJA et al., 2010).

Um amplo espectro de técnicas radiograficas podem ser usadas para
diagnosticar DCF (FRIES; REMEDIOS, 1995). A radiografia ventrodorsal com os
membros posteriores estendidos é a projecao radiografica mais comumente utilizada
para avaliar os quadris caninos (BUTLER; GAMBINO, 2017).

Pelo menos cinco organizacdes de triagem e controle da DCF com base em
meétodos radiograficos sdo reconhecidos mundialmente: (1) Fundacdo Ortopédica
para Animais (OFA); (2) Federacdo Cinoldgica Internacional (FCI); (3) Associagao
Veterinaria Britanica / Kennel Club (BVA/KC); (4) Programa de Melhoria Pensilvania
(PennHIP) e (5) Escore de Subluxacdo Dorsolateral (DLS) (VERHOEVEN et al.,
2012).

A OFA foi fundada em 1966 com o objetivo de reduzir a incidéncia de DCF
através da coleta / distribuicdo de informacgdes e estabelecimento de programas de
controle e financiamento de pesquisa (KELLER; DZIUK; BELL, 2011). A abordagem
OFA é usada comumente nos Estados Unidos e no Canada (ZHU et al., 2009; OFA,
2017). Os cées devem ter mais de 2 anos de idade e para avaliacdo confiavel, é
recomendavel a restricdo quimica profunda. Para avaliar a evidéncia de osteartrite e
anormalidades de conformacéo consistentes com displasia, sdo avaliados 9 locais da
ACF e com base nesses critérios, os caes sdo divididos em 2 grupos de 3 graus: (1)
conformacao normal do quadril (excelente, bom e aceitavel) e (2) conformacéo do
quadril displasico (leve, moderada ou grave). ACF que ndo podem ser atribuidos a
nenhum dos grupos sdo denominados transicdo e uma reavaliagdo apos 6 meses é
recomendada (OFA, 2017).

A FCI foi criada em 1911 como uma federacgéao internacional de clubes de canil
(HEDHAMMAR; INDREBO, 2011). O método de pontuacéo da FCI € usado na maioria
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dos paises do continente europeu, RUssia, América do Sul e Asia (ZHU et al., 2009).
A idade minima para realizacdo de radiografias € um ano para a maioria das ragas e
18 meses para ragas grandes e gigantes (FCI, 2017). O Comité Cientifico da FCI
propde um sistema de pontuacdo de 5 graus de A (refletindo uma articulacdo do
quadril normal) para E (indicando displasia grave do quadril) (Quadro 1). As notas séo
definidas de forma descritiva com base no grau de subluxacéo, forma e profundidade
do acetdbulo, sinais de doenca articular secundaria e angulo Norberg (AN)
(FLUCKIGER, 2007; VERHOEVEN et al., 2012).

QUADRO 1. Classificagao de graus de acordo com a FCI.

GRAUS DESCRICAO

A Nenhum sinal de A cabeca do fémur e o acetabulo sdo congruentes, o espago articular é
displasia do quadril estreito e regular e o AN é perto de 105°, mas nunca menos;
B Préximo das A cabeca femoral e 0 acetdbulo séo ligeiramente incongruentes e o angulo
articulacdes normais do | Norberg é de cerca de 105 ° ou a cabecga femoral e o acetdbulo séo
quadril congruentes e o angulo Norberg é inferior a 105 °.

A cabeca femoral e 0 acetabulo sdo incongruentes, o angulo Norberg é de
C Displasia do quadril cerca de 100 ° e /ou hé& ligeira atenuagdo do rebordo acetabular
leve craniolateral. Ndo podem aparecer mais sinais de osteoartrose na borda

acetabular craniana, caudal ou dorsal ou na cabeca e pescoco femoral.

Existe incongruéncia 6bvia entre a cabeca femoral e 0 acetabulo com
D Displasia moderada subluxacdo. O angulo Norberg é mais de 90 ° (apenas como referéncia).
do quadril Estdo presentes sinais osteoartriticos e/ou achatamento do bordo
craniolateral;

O angulo Norberg é inferior a 90 °. Ha graves altera¢des na articulacdo
coxo-femoral como luxac&o ou subluxacéo E notado um avanco evidente
da borda acetabular craniana, observa-se a deformacédo da cabeca
femoral (achatada ou em forma de cogumelo) ou outros sinais de
osteoartrose.

E Displasia do quadril
grave

O AN é a sobreposicdo do fémur e é calculado medindo o angulo entre uma
linha que liga o centro da cabeca femoral entre os quadris esquerdo e direito e uma
linha que liga o centro da cabega femoral com a ponta lateral do rebordo acetabular
craniano (NORBERG; OLSSONS, 1966; GASPAR et al, 2016; HENRIGSON;
BUTLER; GAMBINO, 2017). Angulos maiores indicam um acetabulo mais profundo e
0S quadris mais congruentes, enquanto angulos menores sao consistentes com
displasia coxofemoral (BUTLER; GAMBINO, 2017). Normalmente, um angulo de
Norberg maior ou igual a 105 ° é considerado normal, enquanto angulos inferiores a

105 ° sao considerados displasicos em graus variados (VERHOEVEN et al., 2012)

O método BVA/KC é usado na Gra-Bretanha, Irlanda, Australia e Nova Zelandia

(ZHU et al., 2009). Nesse método, sdo avaliadas nove caracteristicas anatbmicas
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diferentes (incluindo o NA) e um escore numérico é dado, sendo os pontos atribuidos
a caracteristicas anormais. Para oito das caracteristicas, a pontuagédo pode ser de 0
a 6, e para uma, a pontuacdo pode ser de 0 a 5. A pontuacao total para cada quadril
€ entdo calculada (intervalo de 0 a 53), assim como o indice total de quadril (intervalo
de 0 a 106). Quanto maior a pontuacdo, maior o grau de displasia do quadril. Esta
avaliacdo é feita por trés juris de um grupo de radiologistas certificados (DENNIS,
2012).

O método PennHIP foi desenvolvido por pesquisadores da Universidade de
Pensilvania com o objetivo de desenvolver uma medida mais precisa da subluxacéo /
frouxiddo passiva da ACF (SMITH; BIERY; GREGOR, 1990). Trés radiografias séo
avaliadas por radiologistas certificados por PennHIP: (1) Proje¢&o ventrodorsal padréo
para evidéncia de DAD; (2) Projecdo de compressao para a congruéncia entre a
cabeca femoral e o0 acetabulo; e (3) Projecao de distracdo, para a frouxiddo maxima.
A radiografia do quadril é utilizada para avaliar a articulacdo para sinais
de osteoartrose ; a radiografia de compressao € usada para determinar a congruéncia
das articulacbes (indice de compressao) e a radiografia de distracdo é usada para
determinar o indice de Distraco (ID) ( SMITH; BIERY; GREGOR, 1990; POWERS et
al., 2010).

O ID é a proporcdo da distancia entre os centros da cabeca femoral e o
acetabulo e o raio da cabec¢a femoral. Quanto mais perto a pontuacéo é para 0, melhor
0 ajuste, ou seja, distracdo femoral minima. Uma pontuacdo de 1 indica frouxidao
severa e distracdo femoral (BIERY; GREGOR, 1990; KEALY et al., 1993; POWERS
et al., 2010; SMITH; BUTLER; GAMBINO, 2017). Um ID de menos de 0,3 é
considerado conformacao ideal e assim, o quadril apresenta o minimo de
frouxiddo/subluxacdo, bem como um risco minimo de desenvolvimento futuro de
OA. A medida que o ID aumenta, a quantidade de frouxiddo aumenta. Geralmente,
ID de 0,3 a0,5, 0,5a0,7 e maior que 0,7 pode ser considerado como representando
frouxiddo leve, moderado e severo, respectivamente; mais recentemente, foi
desenvolvidas tabelas de acordo com a cada raca (BIERY; GREGOR, 1990; KEALY
et al., 1993; POWERS et al., 2010; SMITH; BUTLER; GAMBINO, 2017).

Embora as radiografias permanecam como o método primario utilizado para a

imagem de ACF caninas, a Tomografia Computadoriza (TC) e a Ressonancia


http://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/joint
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Magnética (RM) possibilitam resultados superiores (SCHACHNER; LOPEZ,
2015). Estudos demonstram a eficiéncia da TC principalmente quando realizada na
posicdo de suporte de peso (similar ao posicionamento do cdo em estacao), o que
gera um melhor indicador de frouxidao articular (MISUMI; SAKAMOTO, 2004; FUJIKI
et al., 2007a; FUJIKI; KISHIMOTO et al., 2009). No entanto, as referéncias normais
para esses valores de TC e a capacidade desses valores para prever a microdanos
das articulacbes em uma populacdo heterogénea de caes requer uma investigacao
mais aprofundada (BUTLER; GAMBINO, 2017).

Assim como a TC, a Ressonancia Magnética (RM) de forma geral € usada com
pouca constancia para a avaliacdo de distarbios 0sseos do desenvolvimento em
caninos. Fatores como custo, tempo, pericia requerida e necessidade de anestesia
geral provavelmente justificam a pouca frequéncia da aplicagéo desta modalidade em
relacdo ao seu uso em pacientes caninos para avaliacdo da DCF (BUTLER;
GAMBINO, 2017).

Outras modalidades de diagnostico também sao relatadas em literatura. O
ostedfito curvilineo caudal (ou linha de Morgan) e osteofitos circunferenciais da
cabeca femoral sdo caracteristicas radiograficas que foram relatadas no intuito de
observar a formacéo precoce dos ostedfitos que ocorrem antes do desenvolvimento
de sinais mais caracteristicos de OA (MORGAN, 1987; TORRES et al., 1999;
MAYHEW et al., 2002; POWERS et al., 2004; RISLER et al., 2009). No entanto, esses
sinais radiogréaficos ainda ndo foram adotados por nenhuma organizacdes de triagem
(BUTLER; GAMBINO, 2017).

A ultrassonografia também é descrita, porém apresenta resultados variaveis
(O'BRIEN et al., 1997; ADAMS, 2000; ROCHA; TORRES, 2007) os quais dependem
de fatores como idade do animal e operador. Assim, ndo € rotineiramente utilizada
(BUTLER; GAMBINO, 2017).

2.1.2. Tratamento da displasia coxofemoral

Os cédes com DCF tém uma ampla gama de opg¢bes de tratamento
potencialmente disponiveis que podem ser divididos em conservadores ou cirdrgicos
(SCHACHNER; LOPEZ, 2015). Os fatores que influenciam a tomada de decisao
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incluem idade na apresentacéo da lesdo, gravidade dos sinais clinicos, gravidade das
alteracdes radiogréaficas, comportamento do paciente, presenca de doenca clinica ou

ortopédica intercorrente e restricdes financeiras (ANDERSON, 2011).

2.1.2.1 Tratamento conservador

O desenvolvimento de um protocolo de gestdo conservador para DCF, deve
envolver uma abordagem multimodal, adaptada individualmente para cada animal e
deve também, ser reavaliado periodicamente e ajustado conforme necessario, pois as

necessidades de um paciente mudam com o tempo (HARPER, 2017).

Em animais jovens com frouxiddo e dor articular, mas sem evidéncia
radiografica de OA, a abordagem de tratamento é controversa (FRIES; REMEDIOS,
1995; ANDERSON, 2011). O manejo conservador pode ser efetivo no curto prazo,
mas o desenvolvimento progressivo da DCF pode ocorrer e sinais clinicos podem se
manifestar em uma idade mais avancada (REMEDIOS; FRIES, 1995).

O tratamento conservador € concentrado na manutencéo do controle e conforto
da dor e a0 mesmo tempo, retardar as alteracbes degenerativas secundarias e
melhorar a amplitude de movimento articular e massa muscular (COOK;
TOMLINSON; CONSTANTINESCU, 1996; DYCUS; LEVINE; MARCELLIN-LITTLE,
2017). Consiste em uma combinacédo de controle nutricional e de peso, restricdo de
exercicio, medicamentos analgésicos e anti-inflamatérios ndo esteréides (AINES),
além de terapias fisicas (ANDERSON, 2011).

A manutencdo do peso corporal ideal tem sido considerada um dos métodos
mais eficazes para reduzir os sinais associados a DCF e OA (SCHACHNER; LOPEZ,
2015). Varios relatos de longo prazo indicam que caes de diversas idades submetidos
a restricdo alimentar de 25% demonstraram a melhoria radiografica e a uma
significativa reducéo da prevaléncia de DCF (KEALY et al., 1992, 1997, 2000; SMITH
et al., 2006). Entretanto um estudo realizado por Lopez et al (2006) acompanhando o
aumento de peso de cdes de 6 a 15 semana com acesso a dieta ad libitum nao
observaram impacto adverso na frouxiddo da ACF as 16 semanas pelo método

PennHip.
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Outro fator relacionado ao desenvolvimento da DCF é o exercicio, o qual é
importante para o controle de peso, para a manutencdo da massa muscular, além de
contribuir para a saude geral, e assim pode auxiliar no controle dos sinais clinicos de
OA (COOK; TOMLINSON; CONSTANTINESCU, 1996).

Um estudo de fatores de risco para o desenvolvimento de DCF em 4 grandes
ragas na Noruega identificou que filhotes caminhando nas escadas desde o
nascimento até os 3 meses de idade apresentaram aumento da incidéncia. Por outro
lado, atividade fora da coleira durante o mesmo periodo, desempenhou um papel
protetor. Os pesquisadores propuseram que o exercicio fora da coleira no inicio da
vida pode resultar em aumento do desenvolvimento muscular e forca na area do
quadril (KRONTVEIT et al.,, 2012b). Da mesma forma, o exercicio durante o
crescimento influenciou o tempo até o inicio dos sinais clinicos conforme relatado por
KRONTVEIT et al. (2012a).

No entanto, uma pesquisa sistematica na literatura de 14 bancos de dados
eletrbnicos incluindo 4000 trabalhos, realizada para identificar intervencdes que
usaram terapia de exercicios como uma modalidade de tratamento para DCF,
demonstrou informacgfes limitadas sobre a eficacia do exercicio. Nenhum estudo
encontrou o nivel de exercicio recomendado para individuos e, assim, considerou-se
a necessidade de estudos mais acurados a fim de estabelecer exercicios e niveis de
exposicdo necessarios para obter ganhos a longo prazo no manejo da DCF (MCNAIR
et al., 2009).

Harper (2017) destaca ainda, a importancia de modificagcbes ambientais no
manejo conservador de caes portadores de DCF. Segundo o autor, medidas como
limitar 0 acesso a pisos escorregadios através do uso de tapetes de borracha, piso de
concreto ou grama; uso de rampas de acesso a veiculos e moveis; e uso restrito de

escadas sao benéficos e ndo devem ser subestimados.

Os corticosteroides administrados por via oral ou local por injecéo intra-
articular reduzem a inflamagéo e consequentemente promovem o alivio da dor e nos
sintomas clinicos. Entretanto, seu uso € controverso pois quando usado em doses
elevadas ou com frequéncia, podem potencialmente diminuir sintese de colageno e
proteoglicanos e assim, causar a degeneracdo da matriz cartilaginea (REMEDIOS;
FRIES, 1995).
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Os AINEs séo comumente relatados como principal forma de controle de dor e
inflamacgdes em animal com DCF. Deve ser dada preferéncia aos medicamentos que
economizam COX-1, como por exemplo carprofen, deracoxib, etodolac e meloxicam,
por terem menos efeitos adversos. Os AINEs séo frequentemente combinados com
outros farmacos no intuito de diminuir a dor e maximizar o conforto. Os principais
utilizados em associacdes incluem o tramadol, a gabapentina, antidepressivos

triciclicos (amitriptilina e clomipramina), acetaminofeno e codeina (HARPER, 2017).

Agentes condroprotectores, incluindo glicosaminoglicanos polissulfatados
(GAG-polissulfatados), polissulfato de pentosano e sulfato de condroitina e
glucosamina, tém sido utilizados para tratar lesdes de cartilagem em céaes (HARPER,
2017). Embora o seu mecanismo de acdo nao esteja completamente entendido,
acredita-se que esses agentes estimulam a sintese de proteoglicanos, de &cido
hialurénico, além de inibir proteases no liquido sinovial (REMEDIOS; FRIES, 1995).

Os GAG—polissulfatados sdo comercializados na forma injetavel para injecées
intramusculares ou intra-articulares. Um estudo com base na aplicacdo de GAG-
polissulfatados duas vezes por semana em cdes de 6 semanas a 8 meses, com
predisposicdo a DCF demonstrou cdes no grupo tratado n&o exibiram sinais de
subluxacdo da cabeca femoral aos 8 meses, enquanto que 4 dos 8 cades no grupo
controle demonstraram (LUST et al., 1992). Entretanto, outros autores consideram seu
uso controverso (CHAMCHAN; WAIKAKUL; PUKANCHANA-MO-RAKOTE, 1989;
LUST et al., 1992; FUJIKI et al., 2007b).

Outros métodos de gestao nao cirdrgica foram investigados para o tratamento
de lesdes articulares e incluem acupuntura, implantacdo de granulos de ouro
(JAEGER et al., 2007; DEISENROTH; NOLTE; WEFSTAEDT, 2013) e ainda terapia
de ondas de choque (shockwave) (DAHLBERG et al.,, 2005; HSU et al.,, 2017,
MUELLER et al., 2007). Entretanto, a experiéncia e proficiéncia requerida para a
realizacdo da acupuntura e o acesso limitado a terapia com uso de shockwave na
Medicina Veterinaria constituem entraves para 0 avanco desses meétodos de
tratamento. Além disso, a ocorréncia de resultados contrastantes apontam para a
necessidade de mais investigacdes (KIRKBY; LEWIS, 2012; SCHACHNER; LOPEZ,
2015).
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2.1.2.2 Tratamento Cirlrgico

Sao relatados em literatura diversos protocolos cirtrgicos de uso no tratamento
da DCF (DYCUS; LEVINE; MARCELLIN-LITTLE, 2017). Os procedimentos cirirgicos
com maior uso voltados a prevencao do aparecimento da DCF e OA sé&o a sinfisiodese
pubica juvenil (SPJ) e a osteotomia tripla da pelve (OTP) (REMEDIOS; FRIES, 1995;
SCHACHNER; LOPEZ, 2015). Nos cées adultos com alteracdes nas ACF, o manejo
conservador efetivo depende da gravidade da DAD. Os tratamentos cirdrgicos
propostos com melhores resultados para displasia de quadril clinicamente debilitante
incluem prétese de quadril (PT), denervacao acetabular ou a exérese da cabeca e
colo femorais (REMEDIOS; FRIES, 1995; SCHACHNER; LOPEZ, 2015). Tanto a SPJ
como a OTP séo indicadas para aumentar a cobertura da cabeca femoral por rotacao
do acetabulo (MANLEY et al., 2007; DYCUS; LEVINE; MARCELLIN-LITTLE, 2017).

A SPJ é recomendada para caes de 15-20 semanas de idade com risco de
desenvolver DCF (PATRICELLI et al., 2002) embora, um estudo tenha demonstrado
os melhores resultados quando realizada em filhotes com 12 a 16 semanas de idade
(DUELAND et al., 2010). A partir da realizacado de SPJ observou-se uma melhoria nos
sinais clinicos relacionados a conformacdo das ACF, e assim, suspensdao do
desenvolvimento da DCF. Os resultados foram considerados satisfatoérios em caes
com graus leves ou moderados de DCF, enquanto foi menos efetivo ou ineficaz em
formas mais severas (PATRICELLI et al., 2002; VEZZONI et al., 2008; DUELAND et
al., 2010). Além disso, condi¢cdes ambientais, principalmente a nutricdo, podem ser
desfavoraveis aos resultados da SPJ (VEZZONI et al., 2008).

Cées com idade entre 5 a 12 meses, com sinais clinicos de DCF, sinal de
Ortolani positivo e auséncia de sinais radiograficos de OA, sao passiveis do
tratamento cirdrgico com OTP (JOHNSON et al., 1998; MANLEY et al., 2007). Uma
melhor estabilidade biomecéanica, boa evolucao clinica e a minimizacéo na progressao
da OA, séo resultados esperados nesse procedimento (MCLAUGHLIN et al., 1991,
JOHNSON et al., 1998; BOROSTYANKOI et al., 2003; YAYGINGUL; SARIERLER,
2013). Complicagdes foram relatadas apos a OTP, incluindo constipacdo devido ao
estreitamento do canal pélvico, lesdo do nervo ciatico e pudendo (SLOCUM,;
SLOCUM, 1992), complicacbes vasculares (VEZZONI, 2017), além do
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desenvolvimento de OA em alguns cdes (MANLEY et al., 2007; ZIEGLER; KOPF,
2016).

A reposicao total do quadril também referida como protese de quadril (PT), é
considerada um procedimento cirdrgico de resgate, que efetivamente proporciona
alivio na dor em caes com OA resultantes da DCF (ANDERSON, 2011; ALLEN, 2012;
SCHILLER, 2017). Sistemas cimentados ou ndo, estdo comercialmente disponiveis.
Além desses, existem também os sistemas hibridos (ANDERSON, 2011; GEMMILL
etal., 2011; ALLEN, 2012; FITZPATRICK et al., 2014; HUMMEL, 2017). Nos sistemas
cimentados, os implantes femorais e acetabulares sdo cimentados ao 0sso. Ja nos
sistemas sem cimento, 0 0sso cresce dentro ou sobre a préotese (SCHACHNER,;
LOPEZ, 2015).

Embora pesquisas que comparem diretamente com outros procedimentos
cirdrgicos sejam limitadas, a reposicdo a PT é referida como a técnica mais efetiva no
tratamento de caes portadores da afeccéo resultando em um bom retorno a funcéo
(REMEDIOS; FRIES, 1995; HUMMEL, 2017). No entanto, complicacfes incluindo
luxacéo, infeccdo, afrouxamento asseptico, fratura femoral e granuloma de cimento
foram relatados (OLMSTEAD, 1987; CONZEMIUS; VANDERVOORT, 2005; ALLEN,
2012).

A exérese da cabeca e colo femorais é comumente realizada para aliviar a dor
secundaria a DAD (HARPER, 2017). Esse método cirargico € descrito desde os anos
90 (MONTGOMERY et al., 1987; LIPPINCOTT, 1992) e tem o objetivo de limitar o
contato 6sseo entre a cabeca femoral e o acetdbulo além, de permitir a formacéo de
uma articulagdo falsa (pseudoartrose) composta de tecido fibroso denso
(ANDERSON, 2011; HARPER, 2017). E considerado um procedimento de salvamento
melhorando a qualidade de vida do paciente ao permitir o movimento livre de dor
durante a atividade moderada (HARPER, 2017). O peso é frequentemente relatado
em literatura como principal influenciador dos resultados. Caes de maior porte (acima
de 20 kg) apresentam resultados inferiores a caes menores (LIPPINCOTT, 1992).
Infelizmente, a maioria dos cdes que apresentaram DCF tem mais de 20 kg
(ANDERSON, 2011). No entanto, a significancia do peso € questionada por
MONTGOMERY et al. (1987). Da mesma forma, (FATTAHIAN et al., 2012) afirmam

gue a idade é mais determinante que o peso.



26

A técnica de denervacdo coxofemoral € realizada em cées displasicos, como
um método paliativo no intuito de aliviar a dor (SILVA et al., 2012; FRANCA et al.,
2015). Abordagens aberta ou fechada séo relatadas com poucas complicacdes
potenciais (BRANCO ROCHA et al., 2013; FRANCA et al., 2015), embora a OA esteja
susceptivel de progredir ANDERSON, 2011).

Outros procedimentos menos usuais foram relatados em literatura, incluindo
pectineotomia e osteotomia intertrocantérica. A pectineotomia consiste na resseccao
do musculo pectineo resultando na diminui¢cdo da tenséo sobre a capsula da articular
e consequentemente, da dor. Algumas complicacfes relatadas incluem a formacéo
de hematoma pdés-operatdrio e a possibilidade de formacédo de fibrose no local da
incisdo (CARDINET; GUFFY; WALLACE, 1974; VAUGHAN; JONES; LANE, 1975).
Assim como a denervargéo, esse procedimento ndo melhora a estabilidade articular e

assim, o animal continua susceptivel ao desenvolvimento de OA (ANDERSON, 2011).

O objetivo da osteotomia intertrocantérica é diminuir o estresse biomecanico na
articulacdo coxofemoral, aliviando a dor associada a DCF. Apesar de bons ou
excelentes resultados terem sido relatados em até 90% dos cées jovens e adultos
tratados, o procedimento também né&o previne a progressao da OA e raramente €
realizado (PRIEUR, 1987; BRADEN; PRIEUR; KANEENE, 1990; BRADEN; PRIEUR,
1992; ANDERSON, 2011).

2.2 CELULAS-TRONCO

Nos ultimos 20 anos, foi dada uma atencédo consideravel a pesquisa sobre a
biologia das células-tronco (CT) e como resultado, houve um aumento significativo na
compreensao de suas caracteristicas e, ao mesmo tempo, do potencial terapéutico
para sua aplicacdo em diferentes areas, tanto em seres humanos quanto em animais
(MARKOSKI, 2016).

As CT podem ser classificadas pelo seu potencial de desenvolvimento como
totipotencial (capaz de dar origem a todos os tipos de células embrionarias e
extraembribnicas), pluripotencial (capaz de dar origem a todos os tipos de células
embrionarias), multipotencial (capaz de dar origem a um grande namero de linhagens

celulares), oligopotenciais (capazes de dar origem a um numero mais limitado de



27

linhagens celulares do que as células multipotenciais) e unipotenciais (capazes de
originar apenas uma linhagem celular especifica) (WAGERS; WEISSMAN, 2004;
VALLONE et al., 2013; WHITWORTH; BANKS, 2014).

De um modo geral, as células-tronco sdo divididas em duas classes principais:
embrionarias (pluripotentes) e adultas (multipotentes). As células-tronco embrionarias
(CTE) sao derivadas da massa celular interna do embrido em fase de blastocisto e
tém o potencial de se diferenciar em todos os tipos de células que constituem o
individuo adulto (WHITWORTH; BANKS, 2014). O uso de CTE ainda é controverso
principalmente por relatos de instabilidade do genoma causada por passagens in vitro
(TOSCA et al., 2015) e pela possibilidade eminente da formacédo de teratoma in vivo
(SOLTER, 2006). Além disso, o uso nos seres humanos envolve ainda questdes éticas
e religiosas (WHITWORTH; BANKS, 2014).

Uma outra categoria de CT, que ndo é considerada embrionaria ou adulta, sao
as células-tronco pluripotente induzidas (CTPI). Estas CT séo Unicas ha medida em
gue sdo essencialmente fabricadas a partir de células adultas e diferenciadas através
de um processo de reprogramacéo (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). O emergente
estudo das CTPI promete o desenvolvimento de terapias celulares autélogas para
doencas degenerativas, sem as preocupacdes associadas as CTE (WHITWORTH,;
BANKS, 2014).

Uma investigacao recente em cées revelou que as CTPI séo fenotipicamente
estaveis, imunologicamente potentes e seguras em relacdo a mutagénese (CHOW et
al., 2017). Entretanto, ha um consenso na comunidade cientifica sobre a necessidade
de estudos mais aprofundados e assim, antes que as CTPI possam ser usados com
seguranca na terapia celular, varios obstaculos como a possibilidade de mutagénese
do genoma ou aberracdes epigenéticas, precisam ser superados (YE; SWINGEN;
ZHANG, 2013; KUMAR; ANAND; KUES, 2017).

As CT adultas, em contraste, desempenham um papel na manutencéo e reparo
de tecidos. As CT adultas que possuem o maior potencial terapéutico e, portanto,
atrairam interesse significativo na pesquisa, sdo as células-tronco mesenquimais
(CTM) (WHITWORTH; BANKS, 2014). As CTM foram denominadas células estromais
mesenquimatosas multipotentes de acordo com a Sociedade Internacional de Terapia
Celular (SITC) (HORWITZ et al., 2005). A SITC também propds critérios minimos para
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definicdo de CTM em seres humanos: (1) devem ser aderentes ao plastico quando
mantidos em condicfes padrdo de cultura; (2) devem expressar (CD — Cluster of
differentiation) CD105, CD73 e CD90 e ndo devem expressar as moléculas de
superficie CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 a e HLA-DR; (3) devem
diferenciar in vitro em osteoblastos, condroblastos e adip6citos (DOMINICI et al.,
2006).

Mais recentemente, com as crescentes pesquisas relacionadas as CTM
derivadas do tecido adiposo (AD-CTM) e fracdo vascular estromal (FVE), a SITC em
conjunto com a Federacdo Internacional de Terapéuticas e Ciéncias Adiposas,
estabelecerem critérios para caracterizacdo de ambas. A AD-CTM podem ser
diferenciadas das CTM derivadas da Medula 6ssea (MO-CTM) pela positividade para
CD36 e negatividade para CD106 (BOURIN et al., 2013). A FVE & uma mistura que
inclui células precursoras endoteliais, células reguladoras T, células musculares lisas,
células-tronco mesenquimatosas, macréfagos e pré-adipécitos (GUO et al., 2016;
NGUYEN et al., 2016). Na FVE, as células séo identificadas a partir da expressao
positiva para CD 34, e negativo para CD45, CD235a, CD31 (BOURIN et al., 2013).

As CTM apresentam relativa facilidade de obtencdo em tecidos adultos, baixo
risco de formacéo de tumor apés o transplante (VOLK; THEORET, 2013), além da
capacidade de se diferenciar em varios tipos de células, incluindo osso, cartilagem,
musculo e tecido adiposo (PITTENGER et al.,, 1999). As CTM sao isoladas
principalmente da medula éssea MO-CTM e tecido adiposo AD-CTM (VOLK;
THEORET, 2013) mas relatos recentes descrevem presenca das CTM em
praticamente todo o corpo (DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

Condic¢des como facilidade de coleta (KERN et al., 2006; BIEBACK et al., 2008),
maior numero de CTM (WEBB; QUIMBY; DOW, 2012) e maior taxa de proliferacédo
(KERN et al., 2006; VOLK; WANG; HANKENSON, 2012) das AD-CTM, em contraste
com as MO-CTM, as quais apresentam coleta relativamente invasiva, declinio do
namero de CTM e declinio do potencial de diferenciacdo com o aumento da idade
(KERN et al.,, 2006; VOLK; WANG; HANKENSON, 2012), tornaram as AD-CTM

potencialmente atraentes.

Semelhante a outras populacdes de CT, inicialmente pensou-se que o principal
potencial das AD-CTM para abordagens de medicina regenerativa estava intimamente
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relacionado a sua capacidade de diferenciagdo (SALGADO et al., 2010). Embora isso
seja verdade, tem havido um crescente corpo de literatura descrevendo os efeitos
troficos de AD-CTM sobre a protecédo, sobrevivéncia e diferenciacdo de variedade de
células e tecidos endogenos (DA SILVA MEIRELLES et al., 2009; SALGADO et al.,
2010). Esses efeitos podem explicar o papel positivo das AD-CTM no tratamento de
doencas osteoarticulares (KOH; CHOI, 2012; JO et al., 2014; KIM et al., 2015) ao
mesmo tempo em que estudos questionaram seu potencial de condrogenese e
osteogénese comparado com as MO-CTM (IM; SHIN; LEE, 2005; NIEMEYER et al.,
2010). Assim, o potencial das CTM, apesar de ainda ndo totalmente compreendidas,

nao deve ser subestimado.

Segundo DA SILVA MEIRELLES et al. (2009), secregdo de uma ampla gama
de moléculas bioativas é considerada como o principal mecanismo responsavel pelos
resultados terapéuticos das CTM. Os autores dividem esses efeitos em seis
categorias principais: (1) imunomodulacéo; (2) antiapoptose; (3) angiogénese; (4)
suporte do crescimento e diferenciacéo de células locais e células progenitoras; (5)
anti-fibrose; e (6) quimiotaxia.

Os efeitos imunomoduladores dos CTM consistem na inibicdo da proliferagéao
de linfécitos T CD8 +, CD4 +, células naturais (NK), supressdo da producédo de
imunoglobulina por células plasmaticas, inibicdo da maturacdo de células dendriticas
(CDd) e estimulagdo da proliferacdo de células T reguladoras. A secrecdo de
prostaglandina E2 (PGE-2), antigeno leucocitario humano-G (HLA-G5), fator de
crescimento de hepatécitos (HGF) éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), indolamina
2,3-dioxigenase (IDO), fator de crescimento transformante (TGF-B), fator inibidor da
leucemia (LIF) e Interleucina-10 (IL-10) contribui para esse efeito. As CTM limitam a
apoptose e as principais moléculas bioativas responsaveis por isso sédo o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), HGF, fator de crescimento similar a insulina
(IGF- 1), IL-1, TGF-B e fator estimulante de colénias de granulécitos e macréfagos
(GM-CSF) (DA SILVA MEIRELLES et al., 2009; SALGADO et al., 2010).

Além disso, as CTM estimulam a angiogénese local por secrecédo de moléculas
de matriz extracelular, VEGF, IGF- 1, fator de crescimento placentario (MCP-1), fator
basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) e IL-6 e também estimulam a mitose do

progenitor intrinseco de tecido ou células-tronco por secrecdo de SCF, LIF, fator
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estimulante de colénias de macrofagos (M-CSF), fator 1 derivado das células do
estroma (SDF-1) e angiopoietina-1. HGF e bFGF produzidos por CTM contribuem
para a inibicdo da fibrose. Finalmente, um grupo de pelo menos 15 quimiocinas
produzidas por CTM pode provocar a migracao de leucdcitos para a area lesada (DA
SILVA MEIRELLES et al., 2009, MARKOSKI, 2016).

Além das classicas técnicas de implantacdo de CT na terapia regenerativa,
juntamente com o advento da engenharia tecidual surgiu uma nova possibilidade de
utilizacéo das CT, a producéo de arcaboucos, hidrogéis e outras matrizes com o intuito
de organizar as células de forma tridimensional, mimetizando assim, a completa
organizacao dos tecidos (WHITWORTH; BANKS, 2014). Esta tecnologia demonstrou

eficacia em estudos realizados em ratos, cées, cavalos e humanos (SEO et al., 2013).

2.2.1. Células-tronco mesenquimais em afeccdes articulares

Diversos relatos demonstram o uso das CT em pessoas e animais com diversas
doencas e afeccdes, e paralelamente, diversas empresas em todo mundo passaram
a fornecer CT de forma comercial (MARKOSKI, 2016).

No ambito das doencas e afeccdes articulares na medicina veterinaria, sao
relatados trabalhos que destacam papel das CTM, principalmente relacionada a OA,
em diversas espécies: caes (BLACK et al., 2007, 2008) , equinos (SEO et al., 2013)
caprinos (MURPHY et al., 2003), ovinos (KANDEL et al., 2006) coelho (DESANDO et
al., 2013; SHAO et al., 2006) porco da india (SATO et al., 2012) e camundongo
(DIEKMAN et al., 2013). Entretendo, poucos trabalhos tém explorado o uso de CT em
condicBes debilitantes relacionadas diretamente a ACF e principalmente, relacionado
a DCF.

Um trabalho recente buscou investigar a seguranca e eficacia da infuséo intra-
articular de MO-CTM em pacientes humanos com defeitos da cartilagem articular nas
ACF. Os pacientes foram avaliados através de pontuacao do quadril para dor, rigidez,
funcdo fisica e amplitude de movimento. Com base nos resultados, os autores
concluiram que o tratamento provou ser seguro e clinicamente eficaz na restauracéo
da funcdo do quadril e amplitude de movimento. Além disso, ndo foram observados

alteracdes nos sinais radiograficos apos o tratamento (MARDONES et al., 2017).
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Outro ensaio demonstrou os resultados de inje¢cfes intra-articulares de MO-
CTM autdlogas associada a artroscopia do quadril, em pacientes humanos, para o
choque femoroacetabular (FAI). Os resultados demonstraram a melhoria na qualidade
de vida e o escore funcional em pacientes com lesfes de cartilagem (MARDONES et
al., 2016).

Da mesma forma, o uso de MO-CTM autoélogas associagdo a perfuracdo na
cabeca femoral (descompressdo do nucleo) em pacientes humanos com necrose
asséptica da cabeca do fémur foi relatada com sucesso (CHANG et al., 2010; XU et
al., 2017). Uma revisao recente de 7 trabalhos, sugeriu que a associacdo melhorou o
estado das cabecas femorais e reduziu a necessidade de artroplastia, principalmente

quando realizadas nos estégios iniciais (PAPAKOSTIDIS et al., 2016).

VILAR et al. (2014), realizaram um estudo com o objetivo de usar uma
plataforma de for¢a para medir a eficacia da administracdo de AD-CTM associadas a
plasma rico em fatores de crescimento (PRFC) intra-articular visando a melhoria da
funcdo dos membros em cdes com OA grave nas ACF. Ao final de 6 meses de
avaliacao, o estudo demonstrou objetivamente que a terapia resultou em claudicacao
reduzida em caes com OA nas ACF em comparagdo com 0 grupo controle.

BLACK et al. (2007), realizaram um ensaio clinico randomizado, cego e
controlado com placebo, para avaliar a eficicia da terapia da FVE derivado do tecido
adiposo em cédes OA crbnica nas ACF. Os resultados mostraram que cées tratados
com FVE derivada do tecido adiposo tiveram resultados significativamente
melhorados nos escores de claudicacdo, dor e amplitude de movimento em

comparacao com caes de controle.

Em outro trabalho recente, objetivou-se comparar a regeneracao cartilaginosa
da articulacdo coxofemoral de coelhos, com e sem o transplante de AD-CTM
autdlogas apos inducéo de OA. Foram realizadas avaliacdes histopatoldgicas aos 30,
60 e 90 dias apos a aplicacdo. Os resultados deste ensaio indicaram que as AD-CTM
autologas melhoraram a qualidade do tecido de reparo, de acordo com os critérios da
escala semi-quantitativa Sociedade Internacional para reparo da cartilagem (SIRC)
(COELHO, 2017).
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Diversas revisdes foram feitas na tentativa de filtrar e identificar dentre toda a
diversidade de estudos, dados que efetivamente demonstrem a capacidade das CT
como forma de terapia celular. FILARDO et al.,, (2016) e AFIZAH; HUI (2016)
realizaram revisdes na base de dados do PubMed, no periodo de (2000 a 2015) e
(2002 a 2016) respectivamente, onde foram selecionados estudos que usaram CTM
para o tratamento de afecgbes na cartilagem. Dos 1639 trabalhos encontrados por
FILARDO et al., (2016), 60 foram relacionados. Desses, 20 usaram MO-CTM e 17 AD-
CTM. AFIZAH; HUI (2016) listou 18 trabalhos de niveis variados e destacou uma

rapida busca na plataforma clinicaltrials.gov onde foram listados 50 ensaios.

De modo geral, esses e outros autores destacaram pelo menos 5 pontos no
que se refere ao uso de CTM: (1) resultados promissores com claro beneficio clinico,
em graus variados na maioria dos estudos, independentemente da fonte de CT
(DIEKMAN; GUILAK, 2013; AFIZAH; HUI, 2016; MARDONES; LARRAIN, 2016); (2)
complicacBes ou efeitos adversos minimos (AFIZAH; HUI, 2016; DIEKMAN; GUILAK,
2013; GOPAL; PEETERS et al., 2013); (3) numero relativamente grande de estudos
que investigam a terapia com CTM em lesdes induzidas enquanto um numero
pequeno de relatérios descreve a terapia para caes, gatos e cavalos naturalmente
afetados (WHITWORTH; BANKS, 2014); (4) dificuldade de comparar e contrastar os
resultados dos estudos em decorréncia dos diferentes métodos de isolamento e
expansao, caracterizacao e aplicacao clinica (DIEKMAN; GUILAK, 2013); e (5) novos
trabalhos mais padronizados que otimizam a eficacia terapéutica demonstrada nesses
estudos iniciais, sdo necessarios (DIEKMAN; GUILAK, 2013; PEETERS et al., 2013;
MARDONES; LARRAIN, 2016; AFIZAH; HUI, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
- Avaliar a eficacia da utilizacao intra-articular de células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo (AD-CTM) alégenas no tratamento da displasia

coxofemoral (DCF) de caes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a evolucao clinica durante locomocédo e exame fisico-ortopédico de
cdes portadores de DCF, apés a utlizacdo intra-articular de células-tronco

mesenquimais alégenas provenientes de tecido adiposo.

- Avaliar a evolucao, pela percepcédo dos proprietarios através do Indice de Dor
Crbnica de Helsinque, de cédes portadores de DCF ap06s a utilizacdo intra-articular de

células-tronco mesenquimais alégenas provenientes de tecido adiposo.



CAPITULO 1
USO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS ALOGENAS DERIVADAS DE
TECIDO ADIPOSO (AD-CTM) NO TRATAMENTO DA DISPLASIA
COXOFEMORAL EM CAES (CANIS LUPUS FAMILIARIS)
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USO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS ALOGENAS DERIVADAS DE
TECIDO ADIPOSO (AD-CTM) NO TRATAMENTO DA DISPLASIA
COXOFEMORAL EM CAES (CANIS LUPUS FAMILIARIS)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da aplicacdo intra-articular de células-tronco
mesenguimais aldgenas derivadas do tecido adiposo (AD-CTM) no tratamento de cées
portadores de displasia do coxofemoral (DCF). Doze cées de ambos os sexos, diferentes
racas, idades e peso, portadores de graus variados de DCF comprovada em radiografia e
livres de quaisquer outras alteracfes clinicas ou ortopédicas, foram utilizados no estudo.
Todos os cdes foram submetidos a avaliacdo ortopédica nos dias 0, 30, 60 e 90 apds
aplicacdo de AD-CTM. Além disso, os proprietarios preencheram a um questionario,
baseado no indice de dor cronica de Helsinque (IDCH) nos mesmos intervalos. Os dados
obtidos foram transformados em dados ordinais, de acordo com o grau de intensidade de
cada varidvel observada no estudo e o teste de Friedman foi usado com comparacdes
multiplas para verificar a resposta obtida. Em comparacdo com o dia 0, observou-se
melhora significativa na avalicdo em locomoc¢do e fisico-ortopédica assim como na
avaliacdo dos proprietarios pelo IDCH ao longo dos 90 dias. Os resultados demonstraram
melhora consideravel na dor e claudicacdo, e consequentemente na melhoria da qualidade
de vida dos cdes estudados. As AD-CTM mostraram ser uma alternativa promissora para

o tratamento da DCF, embora mais estudos sejam necessarios.

ABSTRACT

This research aimed to assess the efficacy of intra articular injections of allogenous
mesenchymmal stem cells derived from adipose tissue (MST-AD) in the treatment of
dogs with hip dysplasia. 12 dogs of different breeds, ages, weights and degrees of hip
dysplasia, diagnosed with radiography exams and otherwise healthy were used in this
study. An orthopedic assessment was performed in all dogs days 0, 30, 60 and 90 after
infusion of (MST-AD). The owners answered a questionnaire based on the Helsinque
chronic pain index on the same days. The data obtained was turned into ordinal ata,
according to the intensity of each variable observed at the study and applied Friedman

test in multiple comparisons to verify the results obtained. In comparison with day 0, there



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

36

was significant improvement in orthopedic and gait assessment and owners’
questionnaire answers throughout the 90 days. The results have shown significant
improvement in pain and lameness and, hence, in the welfare and wellbeing of the dogs
involved. Even though further research is required, MST-AD theraphy seems to be am

encouraging alternative for the treatment of hip dysplasia in dogs.

INTRODUCAO

A displasia coxofemoral (DCF) é uma doenca hereditaria, caracterizada pelo
desenvolvimento anormal, instabilidade e graus variados de frouxiddo das articulagdes
coxofemorais (ACF) (Fries e Remedios, 1995). Em longo prazo, promove desgaste das
superficies articulares, remodelacéo progressiva das estruturas do quadril e subsequente
desenvolvimento de doenca degenerativa (DAD) (Ginja et al., 2010).

E uma afecgdo com caracteristicas limitantes que comumente causa dor e graus
variaveis de incapacidade fisica. Ocorre com maior frequéncia em cées de médio e grande
portes, embora cées de todos os tamanhos estejam susceptiveis (Fries e Remedios, 1995).
As causas multifatoriais, com envolvimento de aspectos genéticos e ambientais, limitam
as formas de controle e tratamento (Schachner e Lopez, 2015). O diagnostico da DCF é
realizado por meio de anamnese associada a sintomatologia clinica, exame clinico
ortopédico e confirmado por exames de imagem (Ginja et al., 2010).

A escolha por tratamento conservador ou cirdrgico depende da idade do paciente
e da gravidade da doenca. O tratamento conservador (e.g. restricdo do exercicio, perda de
peso, uso de analgésicos ou condroprotetores) € concentrado no controle da dor e retardo
da alteragdes degenerativas, porém, os resultados disponiveis em literatura sdo
controversos e demonstram eficiéncia questionavel (Barr et al., 1987; Farrell et al., 2007).
Os tratamentos cirargicos, por sua vez, podem ser destinados a evitar a evolucdo da
afeccdo (e.g. sinfisiodese pubica juvenil ou osteotomia dupla ou tripla da pelve) ou
aplicados quando DAD ja estiver instalada (e.g. protese de quadril, desnervacéao
acetabular ou a exérese da cabeca e colo femorais) (Schachner e Lopez, 2015). Entretanto,
ndo ha ainda um tratamento considerado padrdo ouro (Ginja et al., 2010; Bergh e
Budsberg, 2014) .

Nesse contexto, a utilizacdo de terapia celular no manejo de condigdes resultantes

da DCF, surge como uma nova alternativa. Estudos tém demonstrado a capacidade das
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células-tronco mesenquimais (CTM) de se diferenciar em variados tecidos, além dos
efeitos anti-inflamatdrios, imunomoduladores e imunossupressores. Assim, oferecem a
possibilidades de regeneracdo e manutencao da cartilagem articular e contribuem para
diminuicdo da dor e 0 aumento da funcionalidade articular (Whitworth e Banks, 2014).
O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito das AD-CTM al6genas no tratamento
de cdes portadores de displasia coxofemoral, através da avalia¢cdo em locomog&o e exame
fisico-ortopédico, além da aplicacdo de um questionario no intuito de avaliar a percepgéo

dos tutores, denominado indice de dor crénica de Helsinque (IDCH).

MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, apds a aprovacdo na Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA/UFRPE), sob o n°
23082.010283/2017-97, foram selecionados cdes portadores de displasia coxofemoral
provenientes do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(HOVET/UFRPE) e de servigos privados da Regido Metropolitana do Recife.

Foram pré-selecionados 15 cées adultos (1,5 a 9 anos de idade), com peso corporal
entre 17 e 48kg, sendo 4 fémeas e 11 machos, de racas variadas, todos portadores de
displasia coxofemoral bilateral, confirmada através de radiografia digital de acordo com
0 método da Federacdo Cinoldgica Internacional (FCI), a qual propde um sistema de
pontuacdo de 5 graus variando de A (refletindo uma articulacdo do quadril normal) até E
(indicando displasia grave do quadril). Durante a selecdo foram anotados dados dos
animais, incluindo escore de condicdo corporal (ECC), com base no estabelecido por
Laflamme, (1997) o qual descreve graus variando de 1 (animal muito magro) a 9 (muito
pesado). Os cdes foram submetidos a exame clinico, ortopédico e neuroldgico para
descartar qualquer doenca ou alteracdo concomitante. Além disso, foram realizados
exames de hemograma, funcdo renal e hepética, ecodopplercardiografia,
eletrocardiografia e afericdo ndo invasiva da presséo arterial. Da mesma forma, foram
suspensos qualquer forma de tratamento conservador paralelo.

Para averiguacdo do efeito clinico das AD-CTM, foram realizadas avali¢Oes
subjetivas, nos dias 0, 30, 60 e 90, através de parametros clinicos estabelecidos com base
em estudos publicados (Pollmeier et al., 2006; Black et al., 2007). Uma pontuagé&o a partir

de escalas numéricas foi atribuido para cada parametro clinico. A avaliacdo foi dividida
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em dois momentos (1) durante a locomogdo (Fig 1) e (2) fisico-ortopédica (Fig 2).
Definiu-se como avaliacdo durante a locomocdo a analise dindmica (claudicacdo ao
caminhar e ao trote, amplitude de movimento e capacidade funcional) e como avaliacédo
fisica-ortopédica a avaliacdo estatica em mesa emborrachada (com vistas a presenca de
dor durante extensdo cranial, extensdo caudal, flexdo, rotacdo externa e abducdo, bem
como graus de atrofia muscular, crepitacdo articular e o teste de estacdo bipede). Optou-
se por avaliar cada membro de forma separada no intuido de minimizar possiveis
interferéncias (melhora ou piora) de um membro sobre o0 outro. Todas as avaliagdes foram

feitas pelo mesmo profissional.

PARAMETROS CLINICOS DEFINICAO DA PONTUACAO

CLAUDICAGAO NA
discreta e continua | moderada e | severa
CAMINHADA n&o detectada (1) | intermitente (2) )
— 3) continua (4) (5)
CLAUDICAGCAO NO TROTE
diminuigéo o
L . diminuicao
AMPLITUDE DE L moderada  na | diminuicdo discreta na amplitude de
sem limitagdes (1) . . severa
MOVIMENTO amplitude  de | movimento (3) @

movimento (2)

. andar  muito
andar andar rigido,

o o . rigido , cdo ndo | reluta em
o ligeiramente dificuldade visivel . _
atividade normal | i . quer caminhar | caminhar
CAPACIDADE FUNCIONAL rigido s6 | na deambulagdoou
@) . . ou correr, a|mesmo sendo
perceptivel corrida (andar de

menos que | estimulado (5)
correndo (2) coelho) (3) .
estimulado (4)

Figura 1: Pardmetros clinicos utilizados na avaliagdo durante locomoc¢édo nos dias 0, 30, 60 e 90 apds a

aplicacdo de AD-CTM al6genas em cées portadores de DCF.

PARAMETROS CLINICOS DEFINICAO DA PONTUACAO
DOR A EXTENSAO CRANIAL
DOR A EXTENSAO CAUDAL
DOR A FLEXAO

DOR A ROTACAO EXTERNA | ausente (1) moderada (2) discreta (3) severa (4)
DOR A ABDUCAO
ATROFIA MUSCULAR
CREPTAGCAO ARTICULAR

muito severa

®)

- B sem alteracOes ]
TESTE DE ESTACAO BIPEDE O capaz expressando desconforto (2) incapaz (3)

Figura 2: Parametros clinicos utilizados na avaliacdo fisico-ortopédica nos dias 0, 30, 60 e 90 apds a

aplicacdo de AD-CTM alégenas em cdes portadores de DCF.
Os proprietarios foram convidados a responder a um questionario composto por

11 perguntas no intuito de avaliar a dor dos animais, denominado Indice de dor cronica
de Helsinqui (IDCH) (Fig 3), validado por (Hielm-Bjoérkman et al., 2009).
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12 animo

(0) muito ativo (1) ativo (2) nem ativo, nem abatido (3) abatido (4) muito abatido

22 vontade de participar de brincadeiras
(0) muita vontade (1) vontade (2) relutante (3) muito relutante (4) ndo brinca

32 frequéncia em que o céo vocaliza audivelmente

(0) nunca (1) dificilmente (2) as vezes (3) frequentemente (4) muito frequentemente

42 52 62 72 facilidade em que o cdo tem em: andar, trotar, galopar e pular

(0) muita facilidade (1) com facilidade (2) relutante (3) muito relutante (4) ndo anda, néo trota, ndo galopa ou néo pula

82 facilidade em que o cdo deita

(0) com muita facilidade (1) facilmente (2) nem fécil, nem dificil (3) com dificuldade (4) com muita dificuldade

92 facilidade em que o c&o se levanta de uma posi¢édo deitada

(0) muito facilmente (1) facilmente (2) nem facil, nem dificil (3) com dificuldade (4) com muita dificuldade

102 facilidade do cdo em se movimentar apds um longo descanso
(0) muito facil (1) facilmente (2) nem fécil, nem dificil (3) dificilmente (4) muito dificilmente

112 facilidade do cdo em se movimentar apés exercicio intenso ou pesado
(0) muito facil (1) facilmente (2) algumas vezes com dificuldade (3) dificilmente (4) muito dificilmente

Figura 3: Perguntas referentes ao Indice de dor cronica de Helsinque aplicado aos proprietarios nos dias 0,
30, 60 e 90. Adaptado de (Hielm-Bjdrkman et al., 2009).

Para aplicacdo das células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (AD-
CTM), realizada no dia zero, ap06s a confirmacdo da normalidade em todos 0s exames e
jejum de 8 horas, os cdes foram submetidos a procedimento anestésico. Utilizou-se
Acepram 0,2 % (acepromazina, Vetnil, Brasil) na dose de 0,04 mg/Kg/SC, como
medicacdo pré-anestésica e posteriormente Provive 1% (propofol, Unido Quimica, Brasil)
na dose 4,0mg/Kg IV, para inducdo anestésica. Apds a perda do reflexo laringo-traqueal
os cdes foram intubados para manutencdo anestésica com Isofluorano (isoflurano,
BioChimico, Brasil) em circuito anestésico e com fluxo constante de oxigénio de 2,5
L/min.

As AD-CTM alogenas foram obtidas, mediante parceria com a empresa Regenera
(Regenera- Medicina Veterinaria Avancada®, Brasil) a qual cultiva CTM seguindo o0s
principios da Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC). Os criotubos contendo
2 x 10 ® de células, foram mantidas em nitrogénio liquido até o descongelamento no
momento da utilizagdo. O procedimento de descongelamento e aplicacdo foi realizado de
acordo com as recomendacOes da empresa. Para isso, um componente da equipe foi

treinado e habilitado por meio de curso especifico na empresa Regenera.
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Para aplicacdo, apds a realizacdo de rigoroso manejo pré-cirirgico como
tricotomia e antissepsia, realizou-se artrocentese das ACF com uma agulha 16G. AsCTM
diluidas em 1 ml de NaCl 0,9 %, foram aplicadas uma Unica vez, em cada articulacédo
logo apds a coleta de 1 ml de liquido sinovial para avaliacdo, cujo resultado fara parte de
um outro estudo. Apos a conclusdo do procedimento e do retorno anestésico, 0s animais
foram liberados.

Os dados obtidos foram transformados em dados ordinais, de acordo com o grau
de intensidade de cada variavel observada no estudo. Assim, utilizou-se o teste de
Friedman com comparac¢@es multiplas para verificar a resposta obtida. A margem de erro
utilizada na decisao dos testes estatisticos (nivel de confiabilidade) foi 5,0%. A tabulacéo
dos dados brutos e a obtencdo dos calculos estatisticos foram realizadas no software

Graphpad Prisma, verséo 7.0.

RESULTADOS

Ao longo do estudo 3 cdes machos foram excluidos, sendo dois em decorréncia
de limitacbes e displicéncia dos proprietarios e um por apresentar outra patologia
concomitante. Assim, foram utilizados 12 animais de ambos 0s sexos com graus variados
de displasia coxofemoral classificados de acordo com o método FCI (2 classificados com
grau C, 4 como grau D e 6 como grau E). O peso médio dos animais foi de 33,34 Kg, a
idade média foi de 4,9 anos e o escore de condicdo corporal médio foi 7,2 (Tab. 1).

Tabela 1. Peso corporal dos animais (em quilogramas), idade (em anos) e escore de condigéo corporal.

Sexo

Macho Fémea Amostra total

Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana)
Peso corporal 36,01 £ 5,38 (37,75) 28,00 + 11,43 (25,00) 33,34+ 7,99 (36,25)
Idade 5,0 £3,6 (4,5) 4,7+2,2(5,0) 4,9 +3,1(5,0)
ECC 7,0+0,9 (7,0) 7,5+1,7 (8,0 72+12 (7,0

Escore de condicdo Corporal; DP — Desvio padrao

Os parametros utilizados na avaliacdo dos membros posteriores direito e esquerdo
durante a locomocéo nos dias 0, 30, 60 e 90 dias sdo apresentados na Tab 2.

N&o houveram diferencgas significativas (p < 0,05) nos parametros claudicacéo ao
caminhar (tanto para 0 MPD quanto para o0 MPE), claudicacdo ao trote (MPE) e amplitude

de movimento (MPE) na avalicdo do dia 30.
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Tabela 2. Parametros avaliados em ambos os membros durante a locomogé&o nos dias 0, 30, 60 e 90 ap6s a

aplicacdo das células-tronco mesequimais aldgenas derivadas do tecido adiposo.

PARAMETRO

0 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
AVALIADO

MPD MPE MPD MPE MPD MPE MPD MPE
Claudicagédo ao | 3,5 3542 | 23ns 25ns 2,1* 2,083* 2,1* 1,875**
caminhar
Claudicagdo ao | 3,9 3,708 | 2,4* 2,5ns 1,85**  1,833** 1,85**  1,958**
trote
Amplitude de | 3,8 3,75 2,2* 2,583 ns | 2** 1,833*** | 2%* 1,833***
movimento
Capacidade 3,95 3,958 | 2,15** 2,208** | 1,95** 1,958*** | 1,95*%* 1 875*%**
funcional

MPD - Membro posterior direito; MPE - Membro posterior esquerdo.

ns — ndo significativo em relagdo ao momento inicial (dia 0); * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,0001.

Em todos os parametros avaliados durante a locomocéo, houveram diferencas

significativas positivas nos dias 60 e 90. Os resultados referentes a avaliagdo fisico-

ortopédica nos dias 0, 30, 60 e 90 apds a aplicacdo de AD-CTM aldgenas estdo

disponiveis na Tab 3.

Tabela 3. Avaliacéo fisico-ortopédica realizada em ambos 0os membros nos dias 0,30, 60 e 90 dias apos a

aplicacdo das células-tronco mesequimais aldgenas derivadas do tecido adiposo

PARAMETRO 0 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
AVALIADO

MPD MPE MPD  MPE MPD MPE MPD MPE
Dor extenséo | 3,6 3,417 | 2,3ns 2417ns | 2,15* 2,25 ns 1,95* 1,917 *
cranial
Dor extensdo | 3,7 3,833 | 2,1* 2,208* | 1,75**  2,042** | 2/45ns  1,917***
caudal
Dor flex&o 3,6 3292 | 24ns 2,333ns | 2* 2,208 ns | 2* 2,167 ns
Dor rotagdo | 3,9 3,958 | 2,6ns 2,25%* | 1, 75*** D x&* 1,75%** 1,792 **
externa
Dor a abducéo 3,9 3,667 | 2,25* 2,375* | 1,85*%* 1 0917*** | 2%* 2,042%**
Atrofia muscular 255 25 2,55ns  2,5ns 235ns  2,5ns 255ns  25ns
Teste de estagdo | 2,8 2,75 24ns 2417ns | 2,4ns 2417ns | 2,4ns 2,417 ns
bipede
Crepitagéo 2,85 2,667 2,65ns 2,667ns | 225ns 25ns 225ns 2,167 ns
articular

MPD — Membro posterior direito; MPE — Membro posterior esquerdo.
ns — ndo significativo; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,0001.
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A avaliacdo clinica dos animais quanto a presenca de dor durante extensao cranial
ndo demonstrou diferenca significativa aos 30 dias em ambos os membros. Houve
diferenca no MPD (p < 0,0002) aos 60 e 90 dias e no MPE (p < 0,0004) aos 90 dias. No
que se refere a presenca de dor durante extensdo caudal, a analise dos dados revelou
diferenga significativa positiva, com reducéo do grau de dor no MPD (p < 0,0004) aos 30
e 60 dias e no MPE (p< 0,0001) em todos os momentos avaliados (30, 60 e 90 dias).

A analise da presenca de dor durante flexdo ndo mostrou alteracdo significativa
no MPE (p< 0,05) nos tempos avaliados. Houve diferenca no MPD (p < 0,0004) aos 60 e
90 dias de idade. Durante a rotagéo externa observou-se diferenca significativa positiva
para 0 MPD (p< 0,0001) aos 60 e 90 dias e para 0 MPE (p < 0,0001) em todos os
momentos avaliados (30, 60 e 90 dias). Em relacdo a abducdo houve melhoria
significativa em relacdo a presenca de dor em ambos 0s membros ao longo dos periodos
avaliados. Os parametros relativos a atrofia muscular, teste de estacéo bipede e crepitacdo
articular ndo evidenciaram alteracédo significativa (p < 0,05) em todos 0os momentos
avaliados (30, 60 e 90 dias) em relacdo ao periodo inicial (dia 0).

Os resultados referentes ao indice de dor cronica de Helsinque para avaliacdo do

estado geral do paciente estdo dispostos na Tab. 4.
Tabela 4. Dados obtidos no indice de dor cronica de Helsinque, em 0, 30, 60 e 90 dias
PARAMETRO

AVALIADO 0DIA 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
1 35 2,125* 2,25 ns 2,125*

2 3,417 2,375 ns 2,25 ns 1,958*

3 3,833 2,25 ** 1,958* 1,958**
4 3,583 2,292 * 2,208* 1,917**
5 3,458 2,542 ns 1,958* 2,042*

6 3,792 2,5% 2,0%* 1,708***
7 3,958 2,5* 1,75%** 1,792%**
8 2,833 2,458 ns 2,208 ns 2,5ns

9 3,958 2,167 ** 2025 1,875***
10 3,958 2,208 ** 1,792%** 2,042%**
11 3,958 2,333 ** 1,667*** 2,042%**

(1)Animo; (2) Vontade de participar de brincadeiras; (3) Frequéncia em que o cio vocaliza audivelmente
(4) (5) (6) (7) Facilidade em que o cdo tem em: andar, trotar, galopar e pular (4 itens); (8) Facilidade para
deitar; (9) Facilidade em que o cdo se levanta de uma posicdo deitada; (10) Facilidade do cdo em se
movimentar apés um longo descanso e (11) Facilidade do cdo em se movimentar ap6s exercicio intenso ou
pesado.

ns — ndo significativo; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,0001.
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Aos 30 dias em comparacdo com periodo inicial (dia 0) houve melhora no (1)
estado de animo (p < 0,0008), (3) vocalizacdo indicativa de dor (p < 0,0001), (4)
facilidade de caminhar (p < 0,0001), (6) facilidade para galopar (p < 0,0001), (7)
facilidade para pular (p < 0,0001), (9) facilidade para levantar-se de uma posicéo deitada
(p < 0,0001), (10) facilidade para mover-se apds um longo periodo de descanso (p <
0,0001) e (11) facilidade para mover-se ap6s um esfor¢o fisico ou esforgo intenso (p <
0,0001).

Para os parametros (3), (4), (5), (6), (7), (9), (10) e (11) tambeém houve diferenca
significativa na avaliacdo realizada aos 60 dias quando comparado ao inicio do tratamento
(dia 0). O parametro (5) vontade durante o trote (p < 0,0004) mostrou diferenca
significativa quando avaliado aos 60 dias, embora na avaliacdo aos 30 dias ndo tenha
havido diferenca (p < 0,05). Para os parametros (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7), (9), (10) e
(11) houve diferenca significativa também na avaliacdo realizada aos 90 dias, quando
comparado a avaliagdo inicial (dia 0). O parametro do item capacidade de deitar (8), ndo
apresentou diferenca significativa em nenhum dos momentos avaliados (p > 0,05) em

relacdo ao inicio do tratamento (dia 0).

DISCUSSAO

Apesar da existéncia de varias alternativas de tratamento, ndo ha ainda uma
conduta considerada ideal no manejo de cdes acometidos com a DCF (Schachner e Lopez,
2015). Da mesma forma, a literatura cientifica destaca uma acentuada disparidade entre
0s supostos beneficios das CT e sua comprovagdo pratica (Whitworth e Banks, 2014;
Filardo et al., 2016; Markoski, 2016;). Em geral, neste estudo, os sinais clinicos
comumente associados a animais portadores de DCF apresentaram remissao na avalicdo
durante a locomocédo (Tab 2.) e na avali¢do clinico-ortopédica (Tab 3.) apds a aplicacédo
das AD-CTM al6genas. De forma similar, a avaliacdo pelos proprietarios através do
questionario também mostrou evolucéo positiva (Tab. 4).

Resultados semelhantes foram obtidos por Black et al. (2007) em um ensaio
clinico randomizado, cego e controlado com placebo onde foi realizada a injecéo intra-
articular da fracdo vascular estromal (FVE) derivado do tecido adiposo em cdes OA
crénica nas ACF. A metodologia utilizada também se baseou na avaliagdo de parametros

clinicos (em locomocéo e fisico-ortopédica) além da aplicagdo de questionario aos
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proprietarios. Segundo os autores, houve melhoria significativa nos cées tratados com a
FVE ao longo do estudo e em relacdo ao grupo controle nos parametros: claudicagdo ao
trote, amplitude de movimento e a dor na manipulacao ap6s 30, 60 e 90 dias de aplicacdo
das células-tronco. Entretanto, diferentemente do trabalho citado, neste estudo, houve
diferenga significativa na claudicacdo e amplitude de movimento apenas apos 60 dias.
Outra disparidade, refere-se a capacidade funcional, a qual melhorou consideravelmente,
conforme disposto na Tab 2, diferentemente do estudo citado onde ndo houveram
diferencas significativas. Da mesma forma, os resultados do questionario respondido
pelos proprietarios ndo alcangaram significancia, enquanto o IDCH utilizado neste
trabalho, contribuiu significativamente para a avaliagdo em quest&o.

O efeito das AD-CTM associadas a plasma rico em fatores de crescimento (PRFC)
aplicado intra-articular em cdes com OA grave nas ACF foi avaliado em plataforma de
forca por Vilar et al. (2014). Apesar da metodologia usada diferir deste trabalho, ao final
de 6 meses de avaliagdo, o estudo demonstrou que a terapia resultou em claudicacdo
reduzida em compara¢do com o grupo controle, o que corrobora os resultados desde
estudo.

Em outro trabalho recente, objetivou-se comparar a regeneracao cartilaginosa das
ACF de coelhos, com e sem injecdo de AD-CTM aut6logas apds inducdo de OA, por
meio de exame histopatoldgico. Foram realizadas avaliagdes aos 30, 60 e 90 dias apds a
aplicacdo. Os resultados histoldgicos deste ensaio indicaram melhora discreta na
qualidade do tecido de reparo, de acordo com os critérios da escala semi-quantitativa
Sociedade Internacional para reparo da cartilagem (Coelho, 2017).

Da mesma forma, diferentes trabalhos demonstram a atuacdo das CT em diversas
espécies com OA, como equinos (Seo et al., 2013), caprinos (Murphy et al., 2003), ovinos
(Kandel et al., 2006), porco da india (Sato et al., 2012) e camundongo (Diekman et al.,
2013). Diferentemente desse trabalho, a maioria dos estudos foram realizados na
articulacdo do joelho. Por outro lado, de forma similar, os resultados positivos foram
predominantes.

Outros relatos do uso CTM em humanos com alteragdes na ACF corroboram os
resultados obtidos neste estudo. Um ensaio demonstrou os resultados de injecOes intra-
articulares de CTM derivadas da medula 6ssea (MO-CTM) autélogas associada a

artroscopia do quadril, em pacientes humanos, para o choque femoroacetabular (FAI). Os
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resultados demonstraram a melhoria na qualidade de vida e o escore funcional em
pacientes com FAI e lesdes de cartilagem (Mardones et al., 2016). Da mesma forma, o
uso de MO-CTM autdlogas a associacdo a perfuracdes na cabeca femoral (descompressédo
do nucleo) em pacientes humanos com necrose asséptica da cabeca femoral foi relatada
com sucesso (Xu et al., 2017).

As observacdes desse ensaio referentes a melhoria na sintomatologia dos animais
podem relacionar-se possivelmente as observagoes recentes dos efeitos anti-inflamatorio,
imunomodulador, imunossupressor, angiongénico, quimiotaxico e antiapoptotico das
CTM (Da Silva Meirelles et al., 2009; Whitworth e Banks, 2014; Markoski, 2016). Assim,
com base nos mecanismos de atuagdo, as CTM oferecem terapeuticamente perspectivas
de tratamento inovadoras para afec¢des articulares como a DCF, a qual apresenta varios
entraves em sua forma de tratamento atual (Markoski, 2016).

Com a evolugdo da terapia celular nos ultimos anos, varios laboratdrios passaram
a explorar as CTM de forma comercial principalmente em animais de companhia e
equinos (Markoski, 2016) ao mesmo tempo em que a SITC estabeleceu critérios minimos
para caracterizacdo das CTM (Dominici et al., 2006). Neste estudo, a escolha por
utilizacdo das CTM aldgenas obtidas por meio de uma empresa comercial baseou-se na
facilidade de obtencdo e manejo, na possibilidade de conservagdo permitindo
disponibilidade imediata, além do atendimento aos requisitos basicos conforme a SITC.

Da mesma forma, condi¢Ges como facilidade de coleta (Kern et al., 2006), maior
namero de CTM (Webb et al.,2012) e maior taxa de proliferacdo (Kern et al., 2006)
tornaram as AD-CTM potencialmente atraentes e por isso foram escolhidas para esse
estudo. Embora ndo haja consenso sobre a quantidade adequada de CT, a quantidade
usada neste estudo (2 x 10 8), aplicada em cada articulacio avaliada, esta de acordo com
intervalo observado em literatura (Whitworth e Banks, 2014).

Sabe-se, que o peso corporal € um dos fatores de maior influéncia no
desenvolvimento da DCF e consequentemente da OA (Remedios e Fries, 1995). Os dados
obtidos referentes ao indice de condigdo corporal demonstraram que os animais estudados
acompanham uma tendéncia mundial de sobrepeso. Assim, a ocorréncia dos sinais
clinicos pode ser exacerbada em animais com sobrepeso, o que pode ter contribuido para

a auséncia de resultado significado no parametro teste de estacdo bipede.
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N&o houve melhora significativa no parametro atrofia muscular, o que pode estar
relacionado com a cronicidade das lesdes musculares em vista do tempo e grau de atrofia,
associadas a idade dos animais. Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas no
que se refere a crepitagdo articular confirmando as afirmacdes que as AD-CTM néo tem
a capacidade de restauragéo da articulagdo (Whitworth e Banks, 2014).

Nesse estudo, apesar das variacdes, observou-se melhora significativa
principalmente avaliacdo da dor durante extensdo caudal, abducdo e rotagcdo externa.
Esses resultados demostram o efeito positivo das AD-CTM aldgenas em cées portadores
de DCF, ao mesmo tempo que reafirmam o disposto em literatura no que se refere a dor,
a qual é percebida principalmente durante avaliacdo desses parametros (Ginja et al.,
2010).

Segundo Essner et al. (2017), a avaliacdo da dor em cées com afeccdes articulares
pode ser realizada pelo tutor e oferece as vantagens de uma analise prolongada em seu
ambiente tipico por alguém que conhece intimamente o cotidiano do animal, sendo capaz
de identificar mudancas sutis em seu comportamento. O IDCH (Tab. 4) confirmou os
resultados obtidos durante a avaliacdo clinica e demonstrou ser uma ferramenta préatica
na avaliagdo da dor induzida por DCF em animais. Entretanto, foi identificada uma
dificuldade na avaliagdo pelos proprietarios no item dificuldade de sentar, o que pode
justificar a auséncia de significancia desse parametro a0 mesmo tempo permite uma
reflexdo sobre a importancia do mesmo na avalicdo. Da mesma forma, alguns itens
analisados como o animo e a vontade de brincar do cdo apresentam maior grau de
subjetividade podendo sofrer variagdes de outros fatores como a idade e disposi¢ao do
animal, podendo assim, justificar a varia¢do nos resultados nestes itens.

Além das informacGes obtidas com IDCH, foram relatadas diversas situacdes
individuais como por exemplo o retorno a micgdo em posicdo caracteristica de macho
(com um dos membros levantados) constatada em dois animais, a melhora na disposicao
em atividades especificas como saltar obstaculo (portdo na residéncia), melhora na
entrada e saida de automdveis e, ainda, capacidade de monta sobre a fémea (sem

finalidade reprodutiva).

CONCLUSAO
Os resultados obtidos através da avaliagio em locomocdo, exame fisico-

ortopédico e aplicacio do questionario (indice de dor cronica de Helsinque- IDCH)
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permitem inferir que as AD-CTM al6genas contribuiram significativamente para o
sucesso no tratamento da DCF, permitindo reducdo dos sinais clinicos e
consequentemente propiciando uma melhor qualidade de vida aos cdes incluidos no

estudo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos através da avaliacdo em locomocao, exame fisico-
ortopédico e aplicacdo do questionario (indice de dor crénica de Helsinque- IDCH)
permitem inferir que as AD-CTM aldgenas contribuiram significativamente para o
sucesso no tratamento da DCF, permitindo reducdo dos sinais clinicos e
consequentemente propiciando uma melhor qualidade de vida aos cées incluidos no

estudo.
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APENDICES

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA E FISIOLOGIA ANIMAL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a)

para participar da Pesquisa intitulada, “Utilizacdo de células-tronco
mesenquimais alégenas no tratamento de Displasia Coxofemoral em cédes, sob a responsabilidade
do pesquisador Marcelo Weinstein Teixeira, a qual pretende avaliar a utilizacdo de células-tronco no
tratamento de doencas que acometem as articulagbes de animais. Sua participagdo com seu animal
particular é voluntaria e se dara por meio da contribuicao através de analise do animal no seu dia a dia
e preenchimento de questionarios que visao avaliar as melhorias advindas das células-tronco.

Os riscos da participagdo dos seu (s) animal (is) na pesquisa sao decorrentes do procedimento
anestesico. Se vocé aceitar participar, os resultados decorrentes do estudo com seu (s) animal (is)
estara contribuindo para possiveis melhorias quanto ao perfil de claudicacéo e dor dos animais.

Se depois de consentir em sua participacéo o (a) Sr (a) desistir de continuar participando, tem
o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois
da coleta dos dados, independente do motivo e sem prejuizo a sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo tera despesas e também ndo recebera remuneracdo. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade e de seu (s) animal (is) ndo seréao
divulgadas, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr (a) podera entrar em
contato com o pesquisador no endereco Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméos — CEP: 52171-
900 — Recife/PE, pelo telefone (81) (33205416).

Consentimento Pés—Informacao

Eu, , fui informado sobre o
projeto “Utilizacdo de células-tronco mesenquimais alégenas no tratamento de Displasia
Coxofemoral em cdes”, o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracéo, e
entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada
€ que posso sair quando quiser.

Este documento foi emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador,
ficando uma via com cada um de nos.

Data: / /
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Pernambuco, no uso de suas atribui¢des, autoriza a execugdo do projeto descriminado

abaixo. O presente projeto também se encontra de acordo com as normas vigentes no
Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga

097/2017

Numero do processo

23082.010283/2017-97

Data de emissdo da licenga
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