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RESUMO

MARQUES, D. R. C. Interferéncia do decanoato de nandrolona associado com
células tronco na consolidacio oOssea do defeito resultante da osteotomia para
avanco da tuberosidade tibial em cdes [Interference of the nandrolona decanoate
associated with stell cells in bone consolidation of osteotomy defect for advanced tibial
tuberosity in dogs]. 82f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Muitos estudos vem sendo realizados para acelerar o processo de consolidagdo éssea
para diminuir o tempo de tratamento, custos e o retorno precoce do membro. As células
tronco sdo células com capacidade de proliferagdo, autorrenovagdo, producdo de
diferentes linhagens celulares e regeneragdo de tecidos. As células tronco resultam em
diferenciagdo e proliferacdo de osteoclastos e condrocitos, levando a diminui¢do no
tempo de consolidagdo 6ssea. O decanoato de nandrolona estimula a proliferacdo dos
osteoblastos, diminui¢do dos osteoclastos e estimulagdo do hormdnio de crescimento
levando a diminui¢do no tempo de consolidacdo dssea. O avango da tuberosidade tibial
permite a criagdo de uma falha homogénea, a qual ¢ utilizada como modelo de estudo da
consolidagdo 6ssea em caes. Objetivou-se comparar o tempo de consolidagcdo do defeito
gerado pelo avango da tuberosidade tibial com o uso de células tronco associadas ou ndo
com decanoato de nandrolona em cdes com diagndstico de ruptura do ligamento
cruzado cranial. O trabalho dividiu-se em 4 grupos de seis animais cada: C (controle),
CT (células tronco), CTDN (células tronco associado com decanoato de nandrolona) e
DN (decanoato de nandrolona). O CTDN apresentou-se com o menor tempo de
consolidagdo 6ssea. Ao comparar os tempos de consolidacdo entre os grupos houve
diferengas estatisticamente significativas (P<0,001). A diferenca esteve localizada entre
os grupos controle (Grupo C) e decanoato de nandrolona (Grupo DN) (84 versus 63
dias, P=0,034) e entre os grupos controle (Grupo C) e decanoato de nandrolona
associado com aplicagdo de células tronco na falha 6ssea (Grupo CTDN). (84 versus 42,
P<0,001). A associacdo de CT e DN diminuiu o tempo de consolidacdo éssea em
pacientes que realizaram TTA.

Palavras-chave: Anabolizante, Caes, Consolidacdo Ossea, Reparo 6sseo, Ortopedia,

Terapia celular.



ABSTRACT

MARQUES, D. R. C. Interference of the nandrolona decanoate associated with stell
cells in bone consolidation of osteotomy defect for advanced tibial tuberosity in
dogs [Interferéncia do decanoato de nandrolona associado com células tronco na
consolidacdo dssea do defeito resultante da osteotomia para avango da tuberosidade
tibial em caes]. 82f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

There have been many studies on bone healing trying to reduce treatment time, costs
and promote early return of limb function. Stem cells have a number of characteristics
that are useful for the healing process: proliferation, self-renewal, production of
different cell lines and tissue regeneration. Nuclear stem cells result in osteoclast and
chondrocyte differentiation and proliferation, leading to decreased bone healing time.
Nandrolone decanoate stimulates osteoblast proliferation, osteoclast shrinkage and
growth hormone stimulation leading to decreased bone healing time. Tibial tuberosity
advancement surgery (TTA) creates a standardized bone defect which can be used as a
model for bone healing in dogs. This study investigated the effect on time taken to
consolidate the TTA defect of stem cell application and nandrolone decanoate treatment
in dogs treated for cranial cruciate ligament rupture. Dogs were divided into 4 groups of
six animals each receiving a different treatment post-surgery: C (control), CT (stem
cells), CTDN (stem cells and nandrolone decanoate) and DN (nandrolone decanoate).
There were statistically significant differences (P <0.001) in consolidation times
between the control group (Group C) and nandrolone decanoate (DN) (84 versus 63
days, P = 0.034) and between the control groups (Group C) and nandrolone decanoate
and stem cells (CTDN) (84 versus 42, P <0.001). The combination of CT and DN

decreased bone healing time in dogs undergoing TTA surgery.

Keywords: Anabolic, Dogs, Orthopedics, Bone Repair, Bone Consolidation, Cell
therapy.
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1) INTRODUCAO

A consolidagdo de fraturas esta relacionada a varios fatores como o tipo de
fratura, grau de envolvimento dos tecidos moles, condicdo fisica do paciente, empenho
e interesse do proprietario e experiéncia do cirurgido (JACSON, 2005; OROSZ, 2002;
SIQUEIRA et al., 2001).

Atualmente o estudo de métodos que diminuem o tempo de consolidagdo dssea ¢
cada vez mais evidente tanto na medicina humana como na veterinaria (DANTAS et al.,
2011; FOSSUM et al., 2007). O uso de esterdides anabdlicos tem sido bastante estudado
em seres humanos (SILVEIRA, 2013). Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA)
sdo derivados sintéticos da testosterona, sendo o decanoato de nandrolona um dos
principais representantes (GUYTON; HALL, 2002).

O avanco da tuberosidade tibial ¢ um modelo para estudo de ossificagdo em
cdes, pois ¢ uma osteotomia com forma regular, contrastando com os defeitos dsseos
gerados a partir de fraturas traumadticas que, pela sua irregularidade, impossibilitam a
repeti¢do das condicdes de cicatrizagdo o0ssea. Este modelo leva a criagdo de condi¢do
de assepsia cirurgica, eliminando o papel adverso que a infec¢do poderia ter na
consolidagdo 6ssea. (BOUDRIEAU, 2011; SILVEIRA 2013).

O controle da cicatrizagdo Ossea pelo exame radiografico em pacientes que
realizaram TTA ¢ de facil realizacdo quando utilizadas as projecdes médio laterais, pois
ndo ocorre nenhuma sobreposicao de estruturas mais radiopacas que poderia dificultar a
constatacdo da progressdo da radiopacidade inerente a formacdo de osso no local da
osteotomia (SILVEIRA, 2013).

O decanoato de nandrolona atua no aumento de massa muscular, pelo aumento
da sintese de proteinas, aumento de eritrocitos; produz um efeito positivo no
crescimento 0sseo pela estimulagdo da producdo do hormoénio de crescimento (GH);
aumenta a quantidade de matriz 6ssea e a deposi¢do de sais de calcio (IBANEZ;
SILVA; PONTES, 2003).

A terapia celular tem atraido atengdo clinica consideravel para o tratamento de
varias doengas por muitas décadas. Acredita-se que as células-tronco sejam uma fonte
ideal de células para a terapia de reposicao celular para doengas Osseas devido as suas
propriedades de auto-renovagdo e plasticidade, que podem reparar ou regenerar 0s

tecidos danificados. Os tipos de células-tronco do candidato incluem células tronco
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embrionarias (ES), células tronco pluripotente induzido (iPS) e células mesenquimais
somaticas, tais como MSCs (TAKAHASHI et al., 2007).

As MSCs conseguem se auto-renovar e se diferenciar em tecidos especificos
como o0ssos, tecido adiposo e cartilagem. Na osteoporose os MSCs promovem a
regeneracdo O0ssea e e fortalecimento do tecido dsseo, prevenindo fraturas patologicas.
As MSCs produzem tecido 6sseo por dois mecanismos: diferenciacdo em células
formadoras de tecido 6sseo em um local danificado e atuando de forma paracrina,
segregando certos fatores de crescimento que modificam o meio ambiente e recrutam
células residentes para reparar o tecido lesionado (LEE at al., 2011; YE at., 2014).

As MSC derivadas de tecido adiposo (AD-MSCs) sdo isolados de tecidos
adiposos através de uma abordagem minimamente invasiva e podem ser expandidos e
diferenciados em linhagens mesenquimais cldssicas envolvidas na adipogénese,
osteogénese e condrogénese (ARANA et al., 2013; STREM et al., 2005).

As AD-MSCs sdao mais facilmente isoladas, mais abundantes e produzem
maiores rendimentos em termos de numero de células em comparagdo com as células de
medula 6ssea (BM-MSC) (KERN et al., 2006). No entanto, o rendimento de AD-MSCs
e suas capacidades de proliferacdo e diferenciagdo variam dependendo do local de
colheita de tecidos (JURGENS et al., 2008) ¢ da idade do doador (CHOUDHERY et al.,
2014).

Ratos com osteoporose SAMP6 mostraram melhora significativa em varios
pardmetros Osseos trabeculares apdés um Unico transplante intratibial de AD-MSC
isogénicos (MIRSAIDI et al., 2014; LEE et a., 2015; LEDESMA-MARTINEZ et al.,
2016).

Os osteoblastos (OBs) sdao derivados de células do estroma medular da medula
6ssea (BM-MSCs), que podem se auto-renovar e diferenciar em OBs, condrocitos ou
adipocitos, enquanto os osteoclastos (OCs) sdo derivados de monocitos (EDWARDS;
MUNDY, 2011; HARADA; RODAN, 2003, LACEY et al., 2012; ).

Estudos in vivo e in vitro sobre testosterona e outros hormonios do grupo dos
androgenos aumentaram um grande interesse devido as suas influéncias nas células-
tronco (DI MAMBRO et al., 2010; HUANG et al., 2013a; HUANG et al., 2013b).

Recentemente, surgiram duvidas sobre a acdo da testosterona em células
estaminais, MSCs ou EPCs circulantes. Estudos revelaram que o nimero dessas células

aumenta significativamente de maneira dependente de testosterona por modulagdo de



11

oxido nitrico (NO) sintetase em um receptor de androgénio RM (SWERDLOW at al.,
2005; DI MAMBRO et al., 2010; PLACENCIO et al., 2010; WEST et al., 2012).

Além disso, a administracdo de testosterona em camundongos castrados restaura
a trombocitopenia ocorrida apos a castra¢dao (LIAO et al.; 2013).

Estudo indica que a estimulacdo in vitro com testosterona de células adultas
(MSCs) e células progenitoras (EPCs) preserva a estrutura celular e aumenta
significativamente a capacidade adesiva e proliferativa das células-tronco. Nao obstante,
estudos adicionais s30 necessarios para determinar os mecanismos envolvidos no efeito
da testosterona sobre MSCs ¢ EPCs, sobrevivéncia ¢ mobilizacdo das células

(SWERDLOW at al., 2005; COROTCHI et al., 2016).
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2) OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste estudo foi comparar o tempo de consolidagdo 6sseo do defeito
resultante de cirurgias de avangco da tuberosidade da tibia para correcdo da
instabilidade por ruptura do ligamento cruzado cranial em cdes com uso de
decanoato de nandrolona por via intramuscular, associado ou ndo as células tronco
com a cirurgia convencional, sem adi¢do de nenhum outro tratamento. Utilizacdo de

questionario para acompanhamento dos animais estudados.

2.1 Objetivos especificos

1.1.Avaliar se o uso de células tronco interfere no tempo de consolidacdo 6ssea do
defeito resultante da osteotomia para avanco da tuberosidade tibial em caes.

1.2.Avaliar se o uso de células tronco associado ao decanoato de nandrolona
interfere no tempo de consolidacdo do defeito resultante da osteotomia para
avanco da tuberosidade tibial em caes.

1.3.Avaliar se o decanoato de nandrolona potencializa a agao das células tronco.
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3) HIPOTESE

a) Células tronco reduzem o tempo de consolidacdo do defeito resultante da
cirurgia para avango da tuberosidade tibial para correcdo da instabilidade
resultante da ruptura do ligamento cruzado em caes.

b) Decanoato de nandrolona associado a células tronco reduzem o tempo de
consolidac¢do do defeito resultante da cirurgia para avanco da tuberosidade tibial
e corregdo da instabilidade resultante da ruptura do ligamento cruzado em caes.

¢) Mostrar a sinergia ou ndo da associacdo de células tronco com decanoato

de nandrolona em vivo.
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4) REVISAO DE LITERATURA

4.1 Composicao do tecido 0sseo

O tecido 6sseo constitui o esqueleto, sendo o suporte para os tecidos moles e
protecdo a oOrgdos vitais, como o cérebro e medula espinhal; ¢ responsavel pela
producdo de células sanguineas; proporciona apoio e suporte aos tecidos musculares,
transformando e ampliando suas contragdes em movimentos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008; ZAMARIAN, 2014).

Os ossos também funcionam como deposito de calcio, fosfato e outros ions,
armazenando-os ou liberando-os, de maneira controlada, para manter a homeostase
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

O tecido 0sseo ¢ constituido por células e matriz dssea, tecido conjuntivo
especializado e material extracelular mineralizada (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).
Esse tecido apresenta a capacidade de regeneracdo devido a presenga de elementos
fundamentais como, células osteocompetentes, mediadores biologicos (fatores de
crescimento), matriz e suporte estrutural (MOTTA, 2009).

As células constrituintes do tecido Osseo sdo os osteoblastos, ostedcitos,
osteoclastos e células osteoprogenitoras. Os osteoblastos originam-se a partir das células
osteoprogenitoras e sdo responsaveis pela sintese e secre¢do dos constituintes organicos
da matriz 6ssea, sendo capazes também de armazenar fosfato de célcio que participa da
mineralizacdo da matriz 6ssea. Quando aprisionados na matriz 6ssea recém-sintetizada,
os osteoblastos passam a ser chamados de ostedcitos, ocupando cavidades na matriz
Ossea, as lacunas. Das lacunas partem canaliculos que contém prolongamentos celulares
que se dirigem para outras lacunas. Através dessa rede, ocorre comunicagdo entre
osteoblasto e osteocito. Além disso, os osteoblastos produzem fatores de crescimento
sob influéncia do horménio do crescimento (GH) nos focos de remodelagem e sdo
imprescindiveis para a manuten¢do da matriz 6ssea, uma vez que detectam alteracdes
fisicas e quimicas deste tecido, e sua morte desencadeia a reabsor¢cdo da matriz
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008; MOTTA, 2009, ZAMARIAN, 2014).

Os osteoclastos sdo células gigantes, multinucleadas (de seis a 50 ntcleos),
moéveis com muitas projecdes citoplasmaticas. Sendo responsédveis pela reabsorcio e
remodelagdo do tecido 6sseo (BARRERE et al., 2006; GARTNER e HIATT, 2007;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; MOTTA, 2009).
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O componente do tecido orgéanico, constituido principalmente de colageno tipo I
(85%), com pequenas quantidades de coladgeno tipo Il e V (5%), sdo produzidos pelos
osteoblastos. Os outros 10% da matriz sdo constituidos por proteinas ndo colagenas,
como osteopontina, sialoproteinas Ossea, osteonectina, osteocalcina, fatores de
crescimento e citocinas (TZAPHLIDOU, 2005). A por¢do inorganica da matriz ¢
composta basicamente de ions fosfato e célcio organizados em cristais de hidroxiapatita
(DALLE CARBONARE et al, 2005; TZAPHLIDOU, 2005). As lacunas e os
canaliculos sdo formados apds a deposicao da matriz dssea ao redor do corpo da célula e
de seus prolongamentos (MOTTA, 2009).

Macroscopicamente o osso pode ser classificado como esponjoso, que apresenta
arranjo trabecular delimitando pequenas cavidades preenchidas por medula 6ssea ou
osso compacto, formado por lamelas Osseas paralelas ou concéntricas (sistema de
Havers), ndo apresentando cavidades. Ambos apresentam a mesma constitui¢do
histologica (KATCHBURIAN e ARANA, 2004).

As superficies interna e externa dos 0ssos sdo revestidas por células osteogénicas
e tecido conjuntivo, constituindo assim o endoésteo e peridsteo, respectivamente. A
camada mais superficial do periosteo ¢ formada principalmente por fibras de coldgeno e
fibroblastos. As fibras de Sharpey sdo feixes de fibras de colageno do peridsteo que
penetram no tecido dsseo e prendem firmamente o peridsteo ao osso. Na sua por¢ao
mais interna, o periosteo apresenta mais células osteoprogenitoras que se diferenciam
em osteoblastos, desempenhando importante papel no crescimento do tecido 6sseo e em
reparacdo de fraturas. O enddsteo € constituido por uma camada de células osteogénicas
achatadas que revestem as cavidades do osso esponjoso e canal medular. As principais
funcdes desses tecidos sdo a nutricdo do tecido 6sseo e fornecimento de novos
osteoblastos para o crescimento € a consolidacdo 6ssea (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008)

O tecido O6sseo ¢ dindmico, apesar da rigidez e aparente inatividade,
apresentando processo combinado e constante de formagdo e reabsor¢do, chamado de
remodelamento Osseo ou “turn over” dsseo. Esse remodelamento ¢ determinado pela
carga genética e se mostra dependente de regulacdo realizada por influéncias
ambientais, endocrinas e bioquimicas. Mesmo em animais adultos, o osso ¢
metabolicamente ativo e a manuten¢do da matriz ¢ o resultado do balango entre sintese e
reabsorcdo Ossea, reflexo das atividades antagonistas de osteoblastos e osteoclastos,

respectivamente (DAVIES, 2000). Esse processo ¢ fisiologico e continuo permitindo
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que o tecido Osseo se renove continuamente, responda aos estimulos externos e sofra a
reparagdo (KATCHUBURIAN e ARANA, 2004).

A medula 6ssea existe sob duas formas: medula vermelha, que produz elementos
figurados do sangue e medula 6ssea, constituida de tecido adiposo unilocular e pequena

quantidade de elemento figurados (GARTNER e HIATT, 2007).

4.2 Osteogénese

A ossificacdo intramembranosa (OI) e ossoficagdo endocondral (OE) sdo dois
processos de osteogénese. A Ol ¢ a formagdo de tecido 0sseo a partir de uma membrana
conjuntiva fibrosa, ndo apresentando o tecido cartilaginoso prévio. Se inicia a partir de
uma membrana mesenquimal extremamente vascularizada, a qual as células
osteoprogenitoras se diferenciam em osteoblastos, que por sua vez iniciam a produgao
de matriz dssea organica, formando assim trabéculas de tecido dsseo. As trabéculas
formadas vao se interconectando, formando assim tecido dsseo esponjoso, cujas regides
periféricas sdo remodeladas para originar osso compacto. A regido da membrana
mesenquimal que ndo participa do processo resulta em endosteo e peridsteo
(GARTNER E HIATT, 2007).

A OE constitui a formac¢do de osso produzido por condrdcitos que originam
inicialmente uma matriz cartilaginosa calcificada, que serd remodelada em tecido 6sseo
(como exemplo, ossos longos) (BOGLIOLO e BRASILEIRO-FILHO, 2006). Esse tipo
de ossificag@o ocorre a partir de tecido cartilaginoso hialino que ¢ utilizado como molde
sobre e no qual o osso ¢ formado (ZAMARIAN, 2014).

O unico tecido com capacidade de crescimento e remodelacdo por meio de
reabsor¢do e neoformacdo € o osso. Durante o crescimento, ocorrem alteragdes na
estrutura anatémica do osso, fortalecendo as regides que suportam maiores tensdes e
estdo sujeitas & sobrecarga de peso e que requerem maior resisténcia (MOHAN e
BAYLINK, 1991; MARTINEZ e MILLIS, 2003). Alguns fatores de crescimento,
citocinas e as proteinas da matriz 6ssea ajudam como moduladores da remodelagao. Os
fatores de crescimento sdo polipeptideos produzidos pelo tecido 6sseo ou extra-6sseos,
que atuam como moduladores das fungdes celulares, principalmente crescimento,
diferenciagdo e proliferagdo. Fator de crescimento de insulina tipo 1 (insulin-like growth
fator I); II-somatomedina (IGF-I e II); fator de transformag¢do do crescimento B (TGF-

B); proteina morfogenética 6ssea (BMP); fator de crescimento derivado de plaquetas
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(PDGF); fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) sdo os principais fatores de crescimento atuantes. Pela remodelagao, o

tecido Osseo pode ainda controlar a hemostasia mineral, conjuntamente com rins e

intestinos (PEREZ-SANCHEZ, 2010).

4.3 Consolidacao o0ssea

O reparo 6sseo ¢ um processo multifatorial e complexo, englobando uma série
de fatores celulares, moleculares e hormonais e, em condicdes fisioldgicas, tem duragdo
de de quatro a seis semanas, mas pode durar anos (ROZEN et al., 2007; SCHINDELER
et al., 2008).

Existem dois tipos de consolidacdo oOssea: primdria e a secundaria. Na
consolidagdo priméria ndo ha formacdo de calo 6sseo, e as células osteogénicas e
endoteliais dos capilares morrem proximas a area lesada devido a interrup¢ao da
circulagdo. Ocorre também a morte dos esteocitos que circundam os canais de Havers.
Nos locais dos canais de Havers, onde as células estdo vivas, ocorre proliferacao celular,
crescimento celular e neovascularizagdo. As células osteogénicas se transformam em
osteoblastos e iniciam a reconstrucdo dos canais de Havers (LANDE et al., 2012).

O processo de consolidacdo secundaria ¢ complexo e pode ser dividido em trés
fases, sendo elas inflamatoria, de reparagdo (proliferacdo) e remodelamento
(VELLOSO, 2005; LANDE et al., 2012). A fase inflamatoria inicia logo apds a fratura
e perdura até a segunda e terceira semana. Nessa fase hd comprometimento vascular que
leva a hemorragia local e desenvolvimento de hematoma, sendo estes a marca do inicio
dessa fase. Essa fase envolve vérios fatores de inflamacao como plaquetas, mastocitos,
neutrofilos, macréfagos, linfocitos, fibronectina, osteoblasto, fatores de crescimento,
células endoteliais, fibroblastos, além da liberacdo de citocinas pelas células
inflamatorias sendo as principais inter-leucina 1 (IL-1), inter- leucina 6 (IL-6), fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e fator transformador de crescimento B-1
(TGF-B1) (KALFAS, 2001; ROZEN et al., 2007, GIANNOUDIS et al., 2007;
GOLDHAHN et al., 2010; KOLAR et al., 2010).

Estes fatores sdo quimiotaticos e, dessa forma, iniciam a fase de reparacao,
promovendo influxo de células mesenquimatosas do peridsteo, endosteo e tecido
muscular adjacente. Essas células posteriormente, irdo se diferenciar em fibroblasto,

condroblasto e osteoblasto para originar tecido fibroso, cartilaginoso e dsseo,
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respectivamente. Associado a proliferacdo e diferenciacao celular ocorre a angiogénese,
que dard origem ao tecido de granulag¢ao (SILVEIRA, 2013).

Para que possa ocorrer consolidagdo Ossea, o defeito 0sseo, progressivamente,
vai sendo preenchido por tecido de maior resisténcia mecanica. O tecido de granulagao,
formado em torno de trés a quatro dias, inicia promovendo pequena estabilidade no foco
de fratura (FOSSUM et al., 2007). O tecido de granulagdo ¢ marcado por intensa
angiogénese e recrutamento de células mesenquimais progenitoras, resultando em tecido
altamente vascularizado e com alta concentragdo de células indeferenciadas. As células
progenitoras provem do tecido muscular, osso cortical e medular adjacentes a lesdo e do
periosteo (ROZEN et al., 2007).

A formagdo desse tecido depende da acdo quimiotatica e mitogénica do fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) que ¢ produzido por macrofagos e plaquetas
presentes no hematoma, direcionando e estimulando células mesenquimais,
osteoprogenitoras, condroblastos e osteoblastos. Além disso, o TGF- B inibe enzimas
proteoliticas que poderiam destruir o tecido neoformado e regula a producao de matriz
celular organica (KALFAS, 2001; ROZEN et al., 2007).

Propde-se que as BMPS (proteinas 6sseas morfogenéticas) e TGF-B, associado a
fatores PDGFs (fator de crescimento derivado de plaquetas), IGF — II (fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 2) e FGFs (fator de crescimento de fibroblastos),
atuem no recrutamento e diferenciacdo celular das células primitivas. Os fatores que
influenciam diretamente na angiogénese sao FGFs, HIF-1 (fator induzido por hypoxia
1) e VEGEF (fator de crescimento endotelial vascular) (PHILLIPS, 2005; ROZEN et al.,
2007; TSIRIDIS et al., 2007; SCHINDELER et al., 2008).

A maturacdo do tecido de granulacdo leva a formagdo de calo dsseo que
promove maior rigidez devido a substituicdo das fibras de coldgeno finas por fibras de
colageno cada vez mais densas, organizadas e cada vez menos eldsticas. A diminui¢do
da elasticidade do tecido leva a substituicdo de tecido conjuntivo fibroso por tecido
cartilaginoso que, sequencialmente ¢ substituido por osso trabecular através da
ossificagao endocondral (GOLDHAHN et al., 2010).

Nessa fase, ocorre grande diferenciagdo e proliferacdo de céulas osteogénicas
mediadas pelo TGF-B, e sobrepondo-se a fase inflamatdria, inicia no terceiro dia e
termina-se aproximadamente no sexto dia do reparo tecidual, totalizando quatro dias
(ROZEN et al., 2007).

A formacgao do calo dsseo ocorre do quarto até o décimo quarto dia apos a lesao
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tecidual. O tecido de granulacdo ¢ origem dos tecidos cartilaginoso e dsseo pela
associacdo dos processos de ossificagdo intramembranosa e endocontral. No tratamento
da maior parte das fraturas a ossificacio endocontral ¢ a predominante devido a
instabilidade presente dos fragmentos da fratura (TSIRIDIS et al., 2007, SCHINDELER
et al., 2008).

Nessa fase ¢ formado infiltrado rico em fibroplasto e células mesesquimais, ja
recrutadas, que se diferenciam em condroblastos capazes de sintetizar matriz
cartilaginosa, isto €, colageno tipo II e proteoglicanos, caracterizando o calo macio. Os
condroblastos diferenciam-se em condrocitos maduros, levando a hipertrofia do tecido
cartilaginoso, portanto, confere certa estabilidade mecénica até que o calo cartilagino
seja mineralizado gradualmente (ROZEN et al., 2007).

A vascularizagdo se forma no calo cartilaginoso e promove mineralizagdo
intersticial, os condrdcitos maduros sofrem apoptose e o tecido cartilaginoso ¢ removido
gradualmente pelos osteoclastos vindos do aporte vascular e substituido por matriz
Ossea neoformada pelos osteoblastos (KALFAS, 2001; TSIRIDIS et al, 2007,
SCHINDELER et al., 2008). Os osteoblastos diferenciados sintetizam proteina nao
coldgena chamada osteocalcina, que incorporada & matriz Ossea, contribui para a
mineralizacdo (SARAIVA et al., 2002).

A diferenciacdo de células tronco em células osteoprogenitoras ¢ regulada por
sinalizacdes celulares (paracrinas e autocrinas) no sitio local e por estimulos externos,
entretanto, pode sofrer influéncia de hormomios sistémicos como 1,5 dihidroxivitamina
D, hormornio tiroideano, paratormdnio, esterdides sexuais ¢ hormonio do crescimento
(GIANNOUDIS, 2007; KERAMARIS et al., 2008). A fase de remodelamento inicia-se
logo apos a formagao do calo duro (aproximadamente 14 dias) e pode durar meses ou
anos. O processo de substitui¢do do osso trabecular por osso medular ¢ chamado de
remodelamento harvesiano (Haversian Remodeling). Esse processo leva a restitui¢ao do
canal medular e a substituicdio de todo o tecido cicatricial formado durante a
consolidag¢do dssea e, por fim, faz com que o osso tenha o mesmo aspecto do 0sso
original (VELLOSO, 2005; ZAMARIAN, 2014).

Os grandes protagonistas no processo de remodelagdo sdo os osteoclastos por
promoverem reabsor¢do do calo mineralizado abundante e com integragdo dos
osteoblastos, reestruturam o tecido dsseo. O processo de remodelamento comega na
borda periosteal do calo duro e com o passar do tempo evolui para a regido endosteal,

reestabelecendo o canal medular (ROZEN et al., 2007).
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4.4 TTA como modelo de estudo da consolidacao 6ssea em caes

A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCC) ¢ uma das principais causas de
claudicacdo do membro posterior em caes. As causas sdo multifatoriais como sinovite
linfocitica plasmocitica, trauma, elevado angulo do plato tibial, doencas hormonais
como o hipotiroidismo, idade avangada e obesidade (VASSEUS, 2007; COOK et al.,
2010). As ragas de grande porte sdo as mais acometidas, mas acomete todas as racas,
idades e portes (WHITEHAIR et al., 1993; DUVAL et al., 1999).

Virias técnicas sdo descritas para a corre¢do da instabilidade gerada pela ruptura
do ligamento cruzado cranial em caes, podendo ser classificadas em: intra- capsular,
extra-capsular e técnicas de correcdo da biomecanica (SMITH, 2000).

As osteotomias corretivas, modificam a biomecanica do movimento articular,
melhorando dessa forma, a distribuicdo de forcas e proporcionando estabilidade
dindmica a articulagdo. A técnica de avanco da tuberosidade da tibia (TTA), consiste em
tornar perpendicular ao platd tibial, o ligamento patelar, para que as forcas de
cisalhamento sejam neutralizadas por este (KIM et al., 2008).

A TTA pode ser modelo ideal para estudo de ossificacdo em caes, pois resulta
em defeito padronizado, contrastando com os resultantes de fraturas traumaticas que,
pela sua irregularidade e variabilidade na quantidade de energia envolvida,
impossibilitam a repeticdo das condi¢des da consolidagcdo d6ssea (LAFAVER et al.,
2007; BOUDRIEAU, 2011; SILVEIRA, 2013).

A cicatriza¢do da falha 6ssea na TTA ocorre de forma secundaria, com isso,
mesmo utilizando enxerto 6sseo ndo muda o tipo de cicatrizagdo pode possibilitar a
cicatrizagdo em menor tempo e permitir a funcdo do membro precoce (BOUDRIEAU,
2011). Outra caracteristica permitida pela TTA ¢ a possibilidade da repeticao do defeito
6sseo, algo impossivel em fraturas espontineas, isto ¢ ndo permite ter um grupo
homogénea que possibilite a comparagdo da cicatrizagdo 6ssea (LAFAVER et al,,
2007).

O controle da consolidagdo 6ssea pelo exame de imagem em paciente submetido
a TTA ¢ facil pois ndo ocorre sobreposicao de estruturas ou implantes, que poderia
dificultar a interpretacdo radiografica (BISGARD et al., 2011; GERRERO et al., 2011,
LANDE et al., 2012; SILVEIRA, 2013).

Silveira (2013) utilizou a avanco da tuberosidade tibial como modelo padrido

para comparar o tempo de cicatrizagdo Ossea utilizando 0sso esponjoso ou 0sso
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esponjoso associado a fibrina rica em plaquetas e leucocitos na falha dssea.

4.5 Decanoato de nandrolona

Os anabolizantes sdo capazes de alterar diversos processos fisiologicos, entre
eles a formacdo de tecidos corpdreos. A testosterona ¢ o hormoénio masculino e tem
grande importincia na formagao de tecido muscular (PALERMO-NETO, 2002).

Muitas das enzimas que participam da atividade dos esterdides sexuais sdo
encontradas no tecido 6sseo. Essas enzimas convertem testosterona (T) em estradiol 2
(E2); 17-B dehidrogenase (controlando a conversdo da androstenediona para T e, El
[estrona] para E2); e a sulfatase, a enzima que regula a sulfatacdo da estroma. A enzima
a-redutase transforma a testosterona em dihidrotestosterona. Nas células do periosteo
ndo ha atividade da enzima o-redutase, indicando que a testosterona pode ser um
metabolico ativo nessa regido. Ja foi comprovado que existem receptores de androgenos
nos osteoblastos, osteoclastos e osteocitos (VANDERSHUEREN et al., 2004).

A testosterona atua sobre o calcio livre citosolico e o metabolismo de
fosfolipidios da membrana em osteoblastos de ratos machos. Além disso, desencadeia
transitorio aumento no calcio no tecido 6sseo, acompanhado pela manutencdo de uma
fase platdo (LIEBERHERR e GROSSE, 1996).

Os osteoblastos sdo as células Osseas que mais expressam reatividade aos
androgenos, sendo a resposta maior no 0sso cortical em relacdo ao esponjoso € no 0sso
jovem em comparagdo com o osso senil (NOTELOVITZ, 2002).

Em camundongos machos foi constatado que a acdo da testosterona mediada
pelo receptor de androgenos € essencial para formagao periosteal 0ssea e contribui para
manuteng¢ao do osso trabecular (VANDERPUT et al., 2004).

A testosterona estimula a proliferacdo de osteoblastos experimentalmente, mas a
exposicao prolongada pode inibir a proliferagdo dessas células. Portanto a terapia
intermitente melhora a densidade dssea em mulheres, mais do que a terapia continua
(CALLEWAERT et al., 2010).

O uso de androgenos, como a testosterona e seus analogos, aumenta a sintese de
proteinas na matriz extracelular, como o colageno tipo 1, osteocalcina e osteonectina,
além de aumentar a diferenciacdo de osteoblastos, estimulam a mineralizacdo dssea e
regulagdo e produgdo de matriz 6ssea (NOTELOVITZ, 2002).

A testosterona tem efeito no fator de transformacdo de crescimento (TGF-f),
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potente mitégeno de osteoblastos. Além disso, atua sobre o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), crescimento similar a insulina 2 (IGF II) e diminui a génese de
osteoclastos por inibicdo na produg¢do de interleucina-6 (IL-6) nas células de
osteoclastos do osso medular. Esse horménio inibe o horménio da paratiredide e
interleucina-1 (IL-1) causando menor ag¢do osteoclastica e menor reabsorcdo Ossea.
(NOTELOVITZ, 2002).

A incorporacdo da testosterona ao composito de poli 4cido latico-coglicolico
(PLGA), policaprolactona (PCL) e fosfato de calcio bifasico (BCP) aumentou a
viabilidade e proliferagdo dos osteoblastos; a diferenciagdo dos osteoblastos; atividade
da fosfatase alcalina; produg¢do de coldgeno; concentracdo de osteocalcina; sugerindo
que a testosterona estimula a producdo da matriz extracelular e influéncia a maturagdo
dos osteoblastos, in vitro. Esse composto in vivo acelerou a mineralizagdo da matriz
extracelular, apresentando nodulos de mineralizacdo a partir de sete dias (COSTA,
2014).

Segundo Broulik e Broulikova (2007), os androgenos exercem efeito marcante
na homeostase 6ssea, portanto foram observados em ratos castrados uma osteopenia no
fémur rapidamente apds o procedimento de orquiectomia.

As principais vantagens do uso da testosterona sdo o ganho de massa muscular,
aumento da sintese de proteinas, diminui¢do de degradagdo protéica, inibicdo dos
efeitos catabolicos dos glicocorticoides, melhora recuperacio muscular, aumento da
taxa de transcricdo génica e estimulacdo da medula 6ssea (BACURAU et al., 2001).

Os esteroides anabodlicos androgénicos (EAA) s3o derivados sintéticos do
hormonio masculino testosterona, sendo o decanoato de nandrolona (DN — Deca
durabolin®) um dos principais representantes, que comecou a ser comercializado em
1962 (GAO et al., 2005).

Um dos esteroides anabdlicos mais utilizados ¢ o decanoato de nandrolona
(Deca durabolin®) que comecou a ser comercializado em 1962. Essa substancia ¢é
formada pela esterificagdo de um grupo 17*-hidroxil com acido decandico, um éacido
graxo de cadeia longa. Essa droga ¢ liberada lentamente na corrente sanguinea apos
administracdo pela via intramuscular, exercendo atividade anabolica 6tima depois de
seis a sete dias. Apresenta alta atividade anabodlica e baixa atividade androgénica

(CUNHA et al., 2004; SHAHIDI, 2001).
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E classificado como ndo-aromatizavel, por causa da baixa conversio a
estrogénio, diminuindo os efeitos colaterais quando como os efeitos feminilizantes
(KUHN, 2002).

Os esterdides anabolizantes como o decanoato de nandrolona, sao medicamentos
utilizados para tratamento de estados catabdlicos agudos e osteoporose em seres
humanos (CUNHA et al., 2004). O decanoato de nandrolona atua no aumento de massa
muscular, pelo aumento da sintese de proteinas; produz efeito no crescimento 6sseo pela
a sintese de hormonio do crescimento; aumenta a quantidade de matriz Ossea e a
deposicao de célcio, bem como aumento de hemadcias (estimula a eritropoiese); leva a
diminui¢do na produgdo de uréia diminui¢ao de tecido adiposo e bloqueio da agdo do
cortisol (NAVARRO et al., 2002).

O decanoato de nandrolona vem apresentando bons resultados no tratamento da
osteosporose, com aumento de massa Ossea e melhora da qualidade de vida representada
por aumento do bem-estar subjetivo. Por aumentar a massa muscular, pode atuar sobre a
melhora do equilibrio. Seus efeitos adversos mais comuns sdo aumento de pélos,
alteracdes do timbre da voz e retencdo hidrica; sua acdo mitogé€nica restringe o uso em
pessoas com neoplasia (FRISOLI, 2012; LEMOS; NAKAOKA; KASHIWABARA,
2013).

Este anabolizante foi utilizado em um modelo experimental em coelhos com
fraturas de tibia na qual foi observando melhor cicatrizagdo 6ssea devido aumento da
atividade os osteoblastos, melhor mineralizagdo Ossea e inibigdo os osteoclastos
(AHMAD et al., 2013). Os anabolizantes tém a capacidade de desencadear a liberagdo
de fator de crescimento, que estimula a formacdo de osso nos tecidos de granulagdo
(FRISOLI-JUNIOR, 2012).

A fosfatase alcalina e a histopatologia dssea sdo de grande importancia para a
avaliagdo da atividade osteobléstica para verificar estimulagdo e cicatrizagdo dssea
(AHMAD et al., 2013; IBANEZ; SILVA; PONTES, 2003). Em humanos os principais
efeitos adversos sdo aumento no risco de doengas cardiovasculares, neoplasias
hepaticas, infertilidade, alteracdes de comportamento, da préstata e fungdo imunolégica.
(BAHRKE; YESALIS, 2004). O uso em criangas pode levar ao fechamento prematuro
das epifises o que resultaria na diminui¢do do crescimento (SHAHIDI, 2001).

Como todos os anabolizantes dessa classe, seu efeito € exercido sobre varios
tecidos, como musculos e ossos (KICMAN, 2008; GHIZONI et al., 2013; PIOVESAN
etal., 2013).
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O DN, que apresenta alta atividade anabdlica e baixa atividade androgénica, ¢
liberada lentamente na corrente sanguinea apds a administragao pela via intramuscular,
exercendo atividade anabolica 6tima depois de seis a sete dias (SHAHIDI, 2001;
CUNHA et al., 2004). Produz efeito anabolico predominante e baixo potencial
androgénico capaz de promover hipertrofia muscular. Por ser ndo aromatizdvel,
apresenta poucos efeitos indesejadveis como os feminilizantes quando usados por muito
tempo ou em doses suprafisiologicas (KUHN, 2002; CUNHA et al., 2004).
Infelizmente, tem sido utilizado por atletas de forma indiscriminada (DUTRA et al.,
2012).

O DN vem sendo estudado desde 1980 devido a possibilidade de inibir a
reabsorcdo Ossea, estimular a osteogénese e aumentar a massa 6ssea (DHEM et al.,
1980). Em estudo in vitro demostrou-se a presenca de recptores androgénicos em
células “osteoblast-like” que estimulam a diferenciagdo e proliferacdo osteoblastica
(KOUSTENI et al., 2007).

O DN tem a capacidade de aumentar a densidade dssea em situagdes de
osteopenia, sendo utilizada para tratamento de mulheres com osteoporose por promover
a osteoindu¢ao em mulheres pré e pés menopausa (GENNARI, ef al., 1989; PASSERI
et al., 1993; AITHAL et al., 2009; LEMOS et al., 2013).

A DN ja foi utilizada como profilaxia no desenvolvimento de osteopenia por
desuso devido a traumas neurolégicos (CARDOZO et al., 2010), prevencdo de
alteracdes deletérias na musculatura esquelética em desuso (FUSATTO, 2010; PARDI,
2010) e regeneracdo de tecido musculo esquelético, com resultados favordveis
(TAVARES et al., 2008).

Takahashi et al. (2004) relataram o aumento de concentragdes séricas de
testosterona em ratos ao utilizarem o decanoato de nandrolona. Figueiredo (2009)
observou aumento de duas vezes nas concentracdes de testosterona total sérica em ratos
tratados com nandrolona.

O DN atua no aumento de massa muscular, no aumento da sintese de proteinas,
aumento dos hematdcritos, crescimento 6sseo através da estimulagdo da producdo do
hormonio de crescimento (GH), aumento da quantidade de matriz dssea, deposi¢cdo de
calcio no tecido 6sseo, redu¢dao no indice de fraturas (TIDERMARK et al., 2004;
BERIASHVILI et al., 2006; TENGSTRAND et al., 2007). A dose utilizada em caes ¢
de 2mg/kg/ pela via intramuscular profunda a cada 21 dias, podendo ser usado até ser

observado a consolida¢d 6ssea (IBANEZ et al., 2003). O DN ¢ gradualmente liberado
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do deposito intramuscular e hidrolisado em nandrolona (GAO et al., 2005).

Os efeitos adversos mais comuns em humanos sdo: hipertricose, alteracdes do
timbre da voz, reten¢do hidrica, aumento do risco de doengas cardiovasculares,
infertilidade, alteracdes de comportamento, da prostata e fungdo imunologica. Além
disso, sua acdo mitogénica restringe o uso em pessoas com neoplasia (FRISOLI-
JUNIOR, 2012; LEMOS et al., 2013). O uso em criancas pode levar ao fechamento
prematuro das epifises o que resultaria na diminuicdo do crescimento (SHAHIDI,
2001).

A verdadeira a¢do do farmaco no reparo d6sseo ainda ¢ bastante discutida. A
melhor mineralizacdo do calo dsseo, aumento da atividade osteoblastica e diminui¢do da
osteocléstica sdo pontos chave (MOTA et al., 2010; AHMAD et al., 2013). Além disso,
aumento da fosfatase alcalina 6ssea sérica, intensa formagdo de tecido 6sseo lamelar e
aumento na atividade osteoblastica foram observados em ratos osteotomizados
(AHMAD et al., 2013).

Em ndo unido Ossea atrofica em ratos o DN promoveu aumento significativo de
regeneragdo Ossea por aumento da atividade osteobldstica e reducdo da atividade
osteocléstica, promoveu o aumento da massa 6ssea na cabega femoral e em diferentes
regides da didfise femoral. Mas, o porcentual de coldgeno nao foi alterado (SENOS,
2014; SENOS et al., 2019).

O real mecanismo de agdo ainda ¢é incerto (HEDSTROM et al., 2002,
KAPLANSKIA e DURNOVA, 2007; FUSATTO, 2010; MOTA et al., 2010;
SCHALCH et al., 2013). Alguns fatores como aumento da proliferacdo e adesdo dos
osteoblastos (SCHALCH et al., 2013); aumento na expressdao de TGF-B promovendo a
formagdo de tecido 6sseo por promover a diferenciacdo de células primitivas em
osteoblastos, inibicdo da sintese de proteases que degradam a matriz e sintetizam a
matriz 6ssea (KASPERK et al., 1997; FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ
et al., 2006). Rozen et al. (2007) sugeriram alguns momentos especificos na qual o uso
do DN seria vidvel, que varia desde a fase inflamatdria até remodelamento 6sseo final,
isso ¢, durante quase todo o processo de consolidacdo Ossea. Atuaria no hematoma
devido estimulacdo da liberacdo de TGF-B1, PDGF, FGFs, na fase de recrutamento
mesenquimal (fase inflamatdria), no tecido de granulagdo e na ossificagdo endocontral
(ROZEN et al., 2007).

Estudos metabdlicos com DN em seres humanos demostraram os efeitos anti-

catabolicos e poupador de proteinas, benéficos sobre o metabolismo do céalcio em sua
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menor taxa de excre¢do renal, maior absor¢do intestinal e aumento de massa dssea em
individuos com osteoporose. Os efeitos anabodlicos estdo relacionados com a presenca
da enzima 5-o-redutase em tecidos com receptores androgenos. Pela a¢do da 5-o-
redutase a nandrolona passa a 5-a-dihidro-nandrolona (HOFBAUER e KHOSLA, 1999;
KICMAN, 2008). Essa se liga mais fracamente aos receptores androgénos do que a
nandrolona (BELIDO et al., 1995). Esse dado explica o efeito forte da nandrolona em
tecidos destituidos de atividade alta de 5-a- redutase (SENOS, 2014).

4.6 Células-tronco de polpa dentaria canina

Os dentes, nos mamiferos, se desenvolvem na mandibula e na maxila. A
morfologia dentaria varia conforme a espécie, mas a estrutura (periodonto, dentina,
esmalte e cement) sdo similares entre os mamiferos (LEDESMA-MARTINEZ et al.,
2016; YEN; SHARPE, 2008).

A polpa dentaria deriva-se de componentes ectodérmicos, sendo dividida em
quarto camadas: mais externa (primeira), composta por odontoblasto produzindo
dentina; sua segunda camada apresemnta pouco tecido celular mas € rica em matriz
extracelular; a terceira camada contém cé¢lulas progenitoras com plasticidade e
pluripoténcia; ja sua camada mais interna contém a area vascular e o plexo nervoso
(GRAZIANO et al., 2008; JEONG et al., 2020).

Em 2000 isolo-se células tronco da palpa dentdria, com a capacidade de
proliferacdo, multipotencialidade, heterogeneidade, e de formar colonias in vitro. Além
disso, descobriu-se que os dentes deciduos sdo ricos em células-tronco mesenquimais,
com capacidade de proliferar, reparar components dentarios danificados, induzir a
regeneragdo Ossea ¢ tartar tecidos lesados (MIURA et al., 2003; LEDESMA-
MARTINEZ et al., 2016; ABDELAZ et al., 2019).

Os dentes deciduos apresentam beneficios para a producdo de células tronco,
pois ndo sdo orgaos vitais, sdo descartaveis, facil acesso e apresentam elevado niimero
de células-tronco. As células-tronco de tecido pulpar possuem alta capacidade de
diferencia¢do, boas interatividade com biomateriais, sendo uma boa opg¢do para
reconstrugdo tecidual (BARROS et al., 2001; GRAZIANO et al., 2008; PINTO FILHO
et al., 2013; JEONG et al., 2020). Em humanos as células-tronco de polpa dentaria
apresentaram a capacidade de auto-renovacao, alto poder de proliferacdo, capacidade de

diferenciag@o celular, sendo modelo para o estudo da diferenciagdo de células-tronco
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adultas in vitro e regeneracao de tecidos in vivo (LIMA et al., 2012; PINTO FILHO,
2013).

Outra importante caracteristica dessas células sdo a capacidade de serem
criopreservadas por periodos longos. Consequentemente ¢ possivel a criagdo de
criobancos de células o que favoreceria sua utilizacao clinica (GRAZIANO et al., 2008;
PERRY et al., 2008; WOODS et al., 2009; JEONG et al., 2020). Essas células podem
diferenciar em ostedcitos, odontoblastos e adipdcitos, cardiomidcitos, condrocitos,
osteoblastos, células hepaticas e células B das ilhotas do pancreas e linhagens neurais
(HUANG; SNYDER; CHENG, 2008; SOUZA, 2008; ISHKITIEV et al., 2010,
PORTDAR; JETHMALANI, 2015). Isso demonstra a grande variabilidade de seu uso
na medicina regenerative (PORTDAR; JETHMALANI, 2015; JEONG et al., 2020).

Células-tronco isoladas da polpa dentéria de cdes foram capazes de diferenciar
em linhagem odontoblastica funcional, com potencial de mineralizagdo ativa in vitro.
Além disso, apresentaram uma taxa superior de proliferagdo e diferencia¢do sobre as
células-tronco mesenquimais derivadas da medula dssea humana. Os resultados deste
trabalho pode confirmar a utilizacdo das células-tronco mesenquimal de polpa dentéria
canina na engenharia de tecidos dentarios e, ainda, estabelece o cdo como modelo
adequado na pesquisa odontolégica (DISSANAYAKA et al., 2011; FERNANDES et
al., 2020).

As células-tronco mesenquimais derivadas da polpa dentaria (DPSCs) sdo muito
utilizadas na odontologia humana, devido a facil coleta e baixa morbidade. Em
comparagdo com células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea apresentam
melhor habilidade em tecidos calcificados (PINTO FILHO et al., 2013; LEDESMA-
MARTINEZ et al., 2016; ABDELAZ et al., 2019).

As CTMs foram isoladas dos tecidos dentais € mostraram ter maior proliferacao
e potencial de diferenciacdo multilinhagem do que as células estromais da medula 6ssea
(BMSCs) (ABDELAZ et al., 2019; GRONTHOS et al., 2000). As células da polpa
dentaria (DPCs) sdo encontradas na regido perivascular da polpa dentdria e sdo
compostas por uma populacdo heterogénea de células, incluindo as MSCs. Considera-se
que DPCs se originam da crista neural e expressam marcadores precoces para células-
tronco mesenquimais € neuroectodérmicas (GRONTHOS et al., 2000; KOMADA et al.,
2012). As DPCs sdo semelhantes as BMSCs, podendo se diferenciar em osteoblastos,
condrdcitos, adipdcitos, células endoteliais e neurdnios funcionalmente ativos in vitro

sob condicdes especificas (FERNANDES et al., 2020; GRONTHOS et al., 2000;
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ARTHUR et al.; 2008). Além do mais, as DPCs produzem fatores neurotréficos e os
expressam mais alto do que BMSCs (NOSRAT et al., 2001; NOSRAT et al, 2004;
SAKALI et al. 2012). As DPCs caninas (cDPCs), podem fornecer beneficios terapéuticos
para varios distirbios neuroldgicos em caes e levar ao desenvolvimento de uma nova
abordagem terapéutica em medicina veterinaria (NAITO et al., 2015).

Considerando a aplicacdo clinica, o nimero de passagem de células pode se
tornar uma questao importante que pode estar relacionada a varios fatores, incluindo o
numero de células necessdrias para o transplante, rapidez para ganhar o nimero de
células necessario, robustez da producdo de fator neurotréfico e potencialmente
tumorigénese. Embora ndo tenhamos comparado os efeitos do nimero de passagens na
produgdo de fator neurotréfico, pensa-se que os DPCs em passagens mais jovens
possuem potenciais neurorregenerativos mais robustos ao produzir maiores quantidades
de fatores de crescimento. O uso de DPCs de terceira passagem relacionou-se a
aplicagao clinica em que o nimero total de células necessdrias para o transplante deve
ser obtido em um periodo de tempo razoavelmente curto (NAITO et al., 2015;
LEDESMA-MARTINEZ et al., 2016).

Recentemente, foi demonstrado que a polpa dentdria contém um nicho que
protege os DPCs dos efeitos cumulativos de fatores genéticos e ambientais e mantém
sua capacidade de autorrenovagdo devido ao ambiente ativo (KERKIS; CAPLAN,
2012; MENDONCA COSTA, et al.,, 2008). A facilidade de coleta de tecido, alto
rendimento inicial de células, baixo tempo de duplicacdo da populagdo, plasticidade,
capacidades multipotenciais e propriedades imunomoduladoras tornam os DPCs um
candidato adequado para vdrias estratégias terapéuticas (DAVE; TOMAR; 2018).

Em estudo realizado por Naito e colaboradores (2015) demonstrou a viabilidade
celular de cada passagem foi superior a 90% para diferentes tipos celulares. Da segunda
passagem para a 12° passagem, DPCs mantiveram maior potencial de proliferacdo do
que BMSC:s e fibroblastos, embora ndo houvesse diferencas significativas entre os trés
tipos de células. Além disso, as células da polpa dentdria mantiveram sua proliferagao
até a 12* passagem, enquanto as BMSCs e os fibroblastos mantiveram sua proliferacao
apenas até a quinta passagem e suas taxas de proliferacdo diminuiram gradativamente
da sexta para a 12 passagem.

DPCs mostram maior capacidade imunomoduladora devido a supressdo de
reacOes mediadas por células T e um padrio proliferativo mais alto in vitro na primeira

semana de cultura em relacdo as MSCs de medula 6ssea (BM-MSCs). DPCs também
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sdo uma fonte adequada de células-tronco multipotentes e podem ser mantidas por pelo
menos 25 passagens (PIERDOMENICO et al., 2005; ZHANG et al., 2006; YAMADA
et al., 2019). Relatdrios anteriores demonstraram que as DPSCs tém maior potencial
angiogénico, neurogénico e regenerativo do que as BM-MSCs (YAMADA et al., 2019).
Iohara et al. demonstraram o isolamento de DPSCs altamente vasculogénicos que eram
semelhantes as células progenitoras endoteliais da polpa dentdria; esta técnica foi
baseada nas diretrizes de boas préticas de fabricacdo (GMP) (DAVE et al., 2018).

Existem algumas diferencas entre DPCs e outras MSCs, uma vez que DPSCs
expressam varios marcadores de células-tronco embriondrias € sdo multipotentes em
relacdo a outras MSCs. Sob estimulos especificos, as DPCs podem se diferenciar em
varios tipos de células diferentes, incluindo neurdnios, odontoblastos, osteoblastos,
adipdcitos e condrdcitos (DAI et al., 2012; DAVE et al., 2018). Além disso, os DPSCs
comecam a crescer exponencialmente no segundo dia e, na fase logaritmica, o tempo de
duplicacdo da populacdo é de 1,92 dias (DAI et al., 2012). Por essas razdes, os DPSCs
podem ser uma nova fonte de células para o tratamento de lesdes em cartilagens.

Embora as morfologias de cDPCs e ¢cBMSCs fossem surpreendentemente
semelhantes, os resultados da cinética de crescimento indicaram que cDPCs mantiveram
uma taxa de proliferacdo muito mais alta do que cBMSCs. Da mesma forma, foi
comprovado que DPCs humanos retém maior potencial proliferativo do que hBMSCs
(MIURA et al. 2003; ALGE et al. 2010).

As propriedades imunomoduladoras dos DPSCs os posicionam como uma fonte
celular mais util para terapias baseadas em células para doencas imunoldgicas e
relacionadas a inflamagcdo (YAMADA et al., 2019). As DPCs ndo expressam o antigeno
de classe II do complexo principal de histocompatibilidade em sua superficie e possuem
propriedades imunorreguladoras que sdo capazes de induzir a apoptose de células T
ativadas (ANITUA; TROYA; ZALDUENDO; 2018).

O transplante e os ensaios pré-clinicos demonstraram que as células-tronco da
polpa dentéria apresentam um forte potencial para medicina regenerativa, demonstrando
sua capacidade de reparar tecidos sem a formacdo de neoplasias e de tratar distirbios
inflamatoérios e imunolégicos. No entanto, apenas alguns ensaios clinicos foram
publicados até agora que investigam o potencial dos DPSCs para a cura, como para a
engenharia do tecido 6sseo, mas ndo para o reparo da cartilagem (YAMADA et al.,
2019; BUENO; 2018; LEYENDECKER et al., 2018; PRADO et al., 2019).

A maioria dos autores concorda que as MSCs injetadas no local da lesdo, como
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no local da fratura ou intra-articular, sdo um sistema de entrega eficiente € minimamente
invasivo e tendem a permanecer no local da injecdo devido ao espaco confinado
(SATUE et al., 2019). Satué et al. (29) demonstraram a seguranga e eficacia de MSCs
injetados intra-articular no joelho e declarou que as MSCs permaneceram na cavidade
sinovial, enxertadas na lesdo de cartilagem e foram detectaveis até 1 més apos a inje¢ao;
nenhum efeito adverso apds a injecdo foi observado. Outros autores também
confirmaram a presenga de CTMs na articulagdo do joelho em 3 meses (LEE et al.,

2007), 8 semanas (PARK et al., 2017) e 14 dias ap6s o implante (XIA et al., 2018).

4.7 Células-tronco como estimulador da consolida¢ao dssea

A terapia celular tem atraido atengdo clinica consideravel para o tratamento de
varias doengas por muitas décadas. Acredita-se que as células-tronco sejam uma fonte
ideal de células para a terapia de reposicao celular para doengas Osseas devido as suas
propriedades de auto-renovagdo e plasticidade, que podem reparar ou regenerar 0s
tecidos danificados. Os tipos de células-tronco do candidato incluem células do tronco
embriondrio (ES), células do tronco pluripotente induzido (iPS) e células estaminais
somaticas, tais como MSCs (TAKAHASHI et al., 2007; AZIZI; STOKES; PROCKOP,
1998).

As MSCs se auto-renovam e crescer em tecidos especificos como o0ssos, adiposo
e cartilagem. Na osteoporose os MSCs promovem a regeneracao Ossea e fortalecimento
do tecido dsseo, portanto prevenindo fraturas patologicas. Os MSXs produzem tecido
6sseo por dois mecanismos: diferenciagdo em células formadoras de tecido 6sseo em
um local danificado e atuando de forma paracrina, segregando certos fatores de
crescimento que modificam o meio ambiente e recrutam células residentes para reparar
o tecido lesionado (LEE at al., 2011; YE at., 2014).

As MSC derivados de tecido adiposo (AD-MSCs) sdo isoladas de tecidos
adiposos através de uma abordagem minimamente invasiva e podem ser expandidas e
diferenciadas em linhagens mesenquimais envolvidas na adipogénese, osteogénese e
condrogénese (ARANA et al., 2013; STREM et al., 2005).

As AD-MSCs sdao mais facilmente isoladas, mais abundantes e produzem
maiores rendimentos em termos de nimero de células em comparacdo com BM-MSC

(KERN et al., 2006). No entanto, o rendimento de AD-MSCs e suas capacidades de
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proliferacdo e diferenciagdo variam dependendo do local de colheita de tecidos
(JURGENS et al., 2008) e da idade do doador (CHOUDHERY et al., 2014).

Ratos com osteoporose SAMP6 mostraram melhora significativa em varios
pardmetros Osseos trabeculares apdés um Unico transplante intratibial de AD-MSC
isogénicos (MIRSAIDI et al., 2014).

Os osteoblastos (OBs) sdao derivados de células do estroma medular da medula
6ssea (BM-MSCs), que podem se auto-renovar e se diferenciar em OBs, condrocitos ou
adipocitos, enquanto os osteoclastos (OCs) sdo derivados de monocitos (EDWARDS;
MUNDY, 2011; HARADA; RODAN, 2003, LACEY et al., 2012).

Estudos in vivo e in vitro sobre testosterona e outros hormonios do grupo dos
androgenos aumentaram um grande interesse devido as suas influéncias nas células-
tronco (DI MAMBRO et al., 2010; HUANG et al., 2013a; HUANG et al., 2013b).

Recentemente, surgiram duvidas sobre a ag¢do da testosterona em células
estaminais, MSCs ou EPCs circulantes. Estudos revelaram que o nimero dessas células
aumenta significativamente de maneira dependente de testosterona por modulagdo de
oxido nitrico (NO) sintetase em um receptor de androgénio RM (SWERDLOW at al.,
2005; DI MAMBRO et al., 2010; PLACENCIO et al., 2010; WEST et al., 2012).

Além disso, a administracdo de testosterona em camundongos castrados restaura
a trombocitopenia ocorrida apos a castra¢dao (LIAO et al.; 2013).

Estudo indica que a estimulacdo in vitro com testosterona de células adultas
(MSCs) e células progenitoras (EPCs) preserva a estrutura celular e aumenta
significativamente a capacidade adesiva e proliferativa das células-tronco. Nao obstante,
estudos adicionais sdo necessarios para determinar os mecanismos envolvidos no efeito
da testosterona sobre MSCs e EPCs, sobrevivéncia e mobilizacdo das células (RIBEIRO

etal., 2014; LIANG et al., 2016; COROTCHI et al., 2016).
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5 MATERIAL E METODO

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Sao Paulo
pelo niimero 7250220817 da CEUA. Este projeto propde a comparagdo entre células
tronco e/ou decanoato de nandrolona apos osteotomia de avango da tuberosidade da
tibia, com objetivo de verificar a diminui¢do do tempo de consolidagdo 6ssea pelo uso
do anabolizante associado a aplicagdo das células tronco.

Realizou-se a pesquisa no Hospital Veterinario da Faculdade Anclivepa (HV-
Faculdade Anclivepa), localizado na Rua Platina, 560, municipio de Sao Paulo, Sao
Paulo e na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia FMVZ-USP. Foram
utilizados no minimo 24 cdes submetidos a cirurgias de avango da tuberosidade da tibia
para a corre¢do da instabilidade articular resultante da ruptura do ligamento cruzado
cranial. Todos os animais tiveram a autoriza¢do prévia do tutor, segundo protocolo de
pesquisa encaminhado para a Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade
Anclivepa.

Incluiu-se na pesquisa animais com faixa etdria de 1 a 10 anos, machos e
fémeas, com 15 a 60 quilogramas de massa corporal, com diagnostico de ruptura do
ligamento cruzado cranial e angulo do platd tibial inferior a 26°. O diagnostico da
doenga do ligamento cruzado cranial foi realizado através da observacdo do teste de
gaveta e tibial cranial positivos.

Para o planejamento cirurgico os animais foram anestesiados ou sedados pelo
servico de anestesiologia do HV-Anclivepa Sdo Paulo para a realizacdo de exames
radiograficos em projecdo médio-lateral com o joelho flexionado a aproximadamente
135° como preconizado por Damur et al. (2005). A radiografia permitiu medir o angulo
do plato tibial (APT) que ¢ definido pelo angulo formado entre a inclinagdo do condilo
tibial medial em relacdo ao eixo mecanico da tibia como preconizado por Hoffmann
(2006), além de descartar anormalidades Osseas; avaliar a presenca de doenca articular

degenerativa (DAD) e planejar o avango da tuberosidade tibial.
Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos através de sorteio:

- grupo C (controle): realizou-se a técnica de TTA isoladamente;
- grupo CT (células tronco): realizou-se a técnica de TTA e o defeito resultante
da osteotomia preenchido com 2,5 x 10° células tronco de polpa dentaria canina

ressuspendidas em 0,5 ml de solu¢do PBS estéril no 15° dia.- No dia 22 pds-operatorio



33

administrou-se mais 2,5 x10° células, por via percutdnea guiado por uma agulha e
radiografia e ultrassonografia para ter certeza que as células tronco foram administradas
na falha da osteotomia. A dose de células tronco foi padrdo para todos os grupos. As
células-tronco foram aplicadas em dois locais da osteotomia, isto ¢ na parte cranial
(distal ao cage) e na parte distal;

- grupo CTDN (células tronco associado com decanoato de nandrolona): a
técnica de TTA e o defeito resultante da osteotomia preenchido com células tronco no
dia 15 e 22 poés-cirurgico e os animais receberam decanoato de nandrolona pela via
intramuscular na dose se 2mg/kg no dia 15 e cada 21 dias de aplicacdo até a observagao
da consolidagdo oOssea. Aplicou-se o anabolizante no membro contralateral ao do
procedimento cirtirgico. A dose de células tronco foi padrao para todos os grupos. As
células-tronco foram aplicadas em dois locais da osteotomia, isto ¢ na parte cranial
(distal ao cage) e na parte distal;

- grupo DN (decanoato de nandrolona): realizo-se a técnica de TTA e os animais
receberdo decanoato de nandrolona pela via intramuscular na dose de 2mg/kg apods 15
dias do procedimento cirurgico e a cada 21 dias até a observacao da consolidagao Ossea.
Aplicou-se o anabolizante no membro contralateral ao do procedimento cirtirgico.

Em todos os grupos realizou-se exames para avaliagdo da funcdo renal
(creatinina, ureia e urinalise) e hepatica (fosfatase alcalina, alamina aminotransferase,
albumina e gamaglutamiltransferase). Esses mesmo exames foram repetidos apos 7 dias
de pos-operatdrio e depois a cada 21 dias e a utilizagdo do decanoato de nandrolona foi
suspensa caso haja alteracdes séricas. Quadro 1 ao 3 encontram-se os valores de
referéncias utilizados.

Quadro 1. Valores de referéncias do eritrograma utilizado no projeto.

Valor de referéncia
Eritrocitos Hb (g/dL) VG ou Ht VCM (fL) | CHCM (%) | RDW
(X10°/uL) (%)
5,5-8.5 12-18 37-55 60-77 32-36 12-15
Jain, 1993; Meyer and Harvey, 2004
Quadro 2. Valores de referéncias do leucograma utilizado no projeto.
Leucocitos Valores absolutos
(X10°/uL) (/uL)
BAST NEUT LINF MON EOS BAS
6,0-12,0 0-300 3000- 2500-7500 150-1350 100-1250 Raro
11500

Jain, 1993; Meyer and Harvey, 2004
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Ureia Creatinina ALT (UI/L) FA (UI/L) ALB (g/dL) | GGT (UI/L)
(mg/dL) (mg/dL)
21,4-59,92 0,5-1,5 21-73 20-156 2,6-3,3 1,2-6,4

Kaneko, 1997; Meyer & Harvey, 2004

Foram motivos de exclusdo: anormalidades de coagulagdo; alteragcdes do
hemograma e bioquimica sérica no pré-cirirgico; portadores de doengas que retardam a
cicatrizagdo como hiperadrenocorticismo, Diabetes mellitus, hipotiroidismo; uso de
corticoterapia ou imunoterapia, continuo ou trés meses antes da cirurgia; animais com
fise aberta. Pacientes que tiveram osteomiete e ndo compareceram nas datas propostas
para as avaliagdes tb foram excluidos do estudo.

Colocou-se dentro de um pote 6 papeis com as letras C (grupo controle), CT
(grupo células-tronco), CTDN (grupo células-tronco e aplicagdo de decanoato de
nandrolona) e DN (grupo decanoato de nandrolona). No dia do procedimento cirturgico
o0 anestesista retirava um papel para saber em qual grupo o determinado animal entraria.

Os animais que apresentaram osteoartrose (OA) maior que grau II, segundo a
escala de Dymond et al. (2010) descrita na tabela 1, foram excluidos. Realizou-se a
classificagdo OA pelo Médico Veterinario responsavel por todos os procedimentos
cirurgicos, pois 0 mesmo observou essas alteragdes, se existentes, no transoperatorio. A
avaliagdo da osteoartrose foi realizada através das avaliagdes das imagens radiograficas

na posi¢do mediolateral e craniocaudal.

Tabela 1 - Caracteristicas dos quatro graus utilizados pelo Médico Veterinario para
avaliar o grau de osteoartrose dos cdes submetidos ao avanco da tuberosidade tibial -

Sdo Paulo — 2019.

Grau Caracteristica
0 Sem sinais de osteoartrose
1 Alteracdes leves/pequenas de osteéfitos
Alteracdes moderadas/moderada formacéo de
2 osteofitos
4 Alteracdes severas/grande formacao de

osteofitos

Fonte: Dymond et al. (2010) adaptado por Ferreira (2013).
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5.1 Procedimento cirurgico

Realizou-se o acesso cirurgico para a TTA com incisdo parapatelar medial
seguido de artrotomia medial e sub-patelar para inspe¢do dos meniscos com auxilio de
afastatores de Gelpi e um retrator de joelho, respectivamente. Realizou-se incisdo da
capsula articular, fibrocartilagem parapatelar medial, fascia medial e musculo vasto
medial e parte cranial do sartdrio para artrotomia, inspecc¢do e tratamento do menisco
medial ou lateral quando necessario.

Meniscos lesionados foram tratados por remog¢do da porcdo destacada ou
meniscectomia parcial, dependendo da gravidade da lesdo com auxilio de uma lamina
de bisturi nimero 11. Suturou-se a capsula articular parcialmente com fio poliamida em
padrdo Sultan, sem entrar no [umen articular.

Posteriormente, realizou-se acesso da crista da tibia até a diafise tibial com
divulsdo dos tecidos moles (elevacdo do corpo do musculo sartorio e poneurose do
musculo gracilis, semi-membranoso e semi-tendinoso), incisdo do peridsteo até a
exposicao, visualiza¢do de toda a crista da tibia e demarcacdo da osteotomia com bisturi
nimero 11 ou com o bisturi elétrico. Apos, a osteotomia realizou-se com auxilio de
serra oscilatoria. Em seguida a placa bloqueada apropriada (FocusTM) foi fixada ao
fragmento da crista da tibia, a osteotomia completada e a crista avancada e devidamente
ancorada com o cage previamente selecionado no estudo radiograrico e a placa fixada a
diafise tibial, como descrito por Tepic (2002) (FIGURA 1).

Selecionou-se o tamanho do espacador/cage com base nas radiografias e
escolhido aquele que permetia o avango da crista tibial até o ponto em que o tenddo
patelar e olatd tibial estivessem em angulo de 90 graus. Posteriormente realizou-se a
rafia de peridsteo e subcutdneo com poliamida padrdo Sutan e Zig-Zag,
respectivamente.

Realizou-se Dermorrafia com nailon padrao simples separado.
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Figura 1. Técnica de TTA com observagdo da falha 6ssea criada (ponta da cureta). Fonte: MARQUES
(2019).
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Figura 2. Observa-se a relizagdo da técnica da TTA com a colocagdo do cage e placa, e a criagdo da falha

ossea. Fonte: MARQUES (2019).

5.2 Pos-operatorio

No poés-operatorio imediato, foram realizadas radiografias em proje¢des
craniocaudal e mediolateral (FIGURA 2) para avaliagdo do alinhamento e posi¢cdo dos
implantes. A prescricdo pods-operatoria incluiu cefalexina 30 mg/kg a cada 12 horas
durante 7 dias, carprofeno 2.2mg/kg a cada 12 horas durante 7 dias, dipirona 25 mg/kg a
cada 8 horas durante 10 dias, cloridrato de tramadol na dose de 3 mg/kg a cada 8 horas
durante 7 dias e colar protetor até a retirada dos pontos. Apos 15 dias, os animais
retornaram ao HV-Anclivepa Sao Paulo para retirada dos pontos e avaliagdo ortopédica,
aplicagdo de células tronco (Grupo CT e CTDN) e apli¢ao de decanoato de nandrolona

(Grupo DN e CTDN)).

5.3 Aplicacio de decanoato de nandrolona (DN)

Aplicou-se o DN por via intramuscular profunda no musculo semitendinoso,

semimembranoso ou quadriceps. Utilizou-se a dose de 2 mg/kg no dia 15 e a cada 21
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dias até a observacgédo da consolidacdo Ossea.

5.4 Aplicacao de células tronco na falha dssea

As células tronco foram cultivadas no Setor de Anatomia dos Animais
Domésticos e Silvestres da Universidade de Sdo Paulo (FMZ-USP). 2,5x10° células
ressuspendidas em 0,5 mL de solucdo tampao estéril foram acondicionadas em gelo e
trazidas para o Hospital da Anclivepa Sdo Paulo. As células foram aplicadas em no
maximo 2 horas de intervalo entre saida da USP e o HV-Anclivepa Sao Paulo. As
células-tronco foram avaliadas antes do projeto para provar sua viabilidade apds duas
horas dos seu processamento. Constatando que mais de 95% das células-tronco estavam
viaveis mesmo apoés o transporte em gelo.

A aplicagdo das células ocorreu no dia 15 e dentro do centro cirurgico com
utilizagdo de gorro, mascara e luva cirargica estéril. Para aplicagdo das células tronco
realizou-se tricotomia e antissepsia prévia com clorexidine degermante no local da
aplicagdo. Para aplicacdo das células o cirurgido responsavel colocou luva estéril e pano
de campo. Aplicou-se as células tronco na falha 6ssea da osteotomia criada pela TTA
com auxilio da palpagdo digital do cage e da placa, e guiado pela ultrassonografia.
Aplicou-se na regido crinial da osteotomia (caudal ao cage) e distal (proxima a placa de

TTA) (Figura 3) e radiologia (Figura 4).
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Figura 3. Ecografia utilizada para guiar o local da falha 6ssea, na qual administrou-se células

tronco. Fonte: MARQUES (2019).
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Figura 4. Radiografia na posi¢cdo mediolateral com utilizagdo de uma agulha 25x7 para saber o
local da osteotomia e administragdo de células-troncos na regido cranial da osteotomia. Visualiza-se a

agulha proxima ao cage e a placa de TTA. Fonte: MARQUES (2019).

5.5 Estudo radiografico da consolidacio dssea

Os animais foram radiografados com aparelho Medicor Budapest da marca Neo-
Diagnomax com potencia de 500 mA para a producdo dos raios-X. O processamento da
imagem realizou-se por meio da radiologia computadorizada, da marca Agfa Health
Care modelo CR 30-X. Realizou-se individualmente no pré-operatorio, pos-operatdrio

imediato e a cada 21 dias em duas projecdes: médiolateral (LL) e ventrodorsal (VD) até
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a observacdo da consolidagdo Ossea. No momento das radiografias os animais foram
anestesiados ou sedados para melhor posicionamento sobre a mesa de raio-X.

Realizou-se a avaliacdo da consolidagdo oOssea utilizando o método visual e
mensuracao da densidade dssea utilizando o penetrémetro.

Avaliou-se a densidade a cada 21 dias em proje¢do médio lateral e ventrodorsal
utilizando um calibrador e pentrometro de aluminio de 12 degraus (FOCUS® - Figura 5
e 6) que foi posicionado ao lado do animal no momento das radiografias (ao lado da
tibia, na mesma altura para evitar distor¢do de imagem). As imagens foram digitalizadas
e analisadas por meio de programa computacional de processamento e andlise de
imagem ImageLab®, desenvolvido pela empresa Softium de Informatica Ltda. Me. Para
cada imagem digitalizada serd padronizado os valores de densidade dptica (DO) dos
degraus da escala de aluminio, selecionando os 12 degraus da escala. Sendo que cada
degrau corresponde a uma tonalidade para o programa ImageLab®, apos serd criado um
grafico representando a curva densiométrica, cujo eixo “x” representa as DO (de 1 a 12)
e 0 eixo “y” representa os tons de cinza, que variam neste programa de 0 (preto) a 256
(branco) tons. Serdo demarcadas as trés regides de interesse, nas duas projecdes
proposta. Cada regido serd padronizada com 1 x 1 cm de area na imagem da tela em
tamanho real. As selecionadas regides de interesse serdo obtidos os valores de DO para
cada uma delas através da ferramenta “célculo de regides” O valor de Do ¢ obtido em
milimetros de aluminio (mmAl), uma vez que o tom de cinza obtido na regido de
interesse ¢ comparado aos tons do panetrometro. Para cada regido a ser analisada sera
realizado trés mensuragdes a fim de se obter um valor médio para cada regido. A
consolida¢do sera considerada quando o tom de cinza estiver 256 (branco).

Realizou-se a avaliagdo radiografica por trés operadores, sendo eles: 2 docentes
na area de radiologia e 1 ortopedista. As radiografias foram numeradas aleatoriamente e
entregues aos avaliadores, que realizaram sua avaliagdo sem saber a qual grupo
pertencem os animais. O estudo foi duplo cego para os avaliadores, estes ndo sabendo
em qual grupo pertencia o animal avaliado. Todos os avaliadores avaliaram as imagens
em todos os tempos estudados (pré-operatorio, pds-operatorio imediato e a cada 21 dias
até a observacdo da consolidagdo Ossea). A osteotomia foi considerada consolidada
quando 2 dos 3 avaliadores disseram que aquele determinado tempo observou-se a
consolidacdo o¢ssea. Os avaliadores tinham duas repostas para a avaliacio da
consolidagdo o6ssea: SIM (osteotomia consolidada) ou NAO (osteotomia ndo

consolidada).
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Figura 5. Visualizagdo do penetrometro (vista lateral) utilizado para avaliar o tempo de consolidagdo da

falha dssea criado pela TTA. Fonte: MARQUES (2018).

Figura 6. Visualizagdo do penetrometro (vista de cima) utilizado para avaliar o tempo de consolidagdo da

falha dssea criado pela TTA. Fonte: MARQUES (2018).

Figura 7 observa-se uma TTA consolidada, com o uso do penetrometro do lado

da radiografia mediolateral para observa-se a consolidacdo ¢ssea da falha.
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Figura 7. Visualizacdo da consolidacdo Ossea apds 42 dias no grupo CTDN. Observa-se a direita o

penetrometro. Fonte: MARQUES (2019).

5.6 Analise estatistica

Os dados adquiridos: raga, peso, idade, angulo do platé tibial, lado acometido e
tempo de consolidagdo dssea, foram armazenados em planilha Excel. O programa IBM
SPSS statistics v. 20.0 foi utilizado para realizar a andlise estatistica. Foram descritas as
variaveis categoricas por frequéncias absolutas. As varidveis quantitativas foram
descritas pela mediana, o minimo e o maximo. Foram associadas as varidveis

categoricas pelo teste Exato de Fisher e as quantitativas pelo teste de Kruskal Wallis.
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Conforme Bielefeldt e colaboradores (2012), para amostras de tamanho menor
ou igual a 10, recomenda-se ndo proceder ao teste de normalidade e partir diretamente
para uma estratégia ndo-paramétrica de analise. Como os grupos tiveram tamanho de
amostra de 6 optamos por esta abordagem. Foi considerado um nivel de significancia de

5% para as comparacgdes estabelecidas.

5.7 Questionario de qualidade de vida

Apo6s 11 meses do procedimento cirdrgico os proprietarios responderam a um
questionario com perguntas sobre os hébitos didrios o seu animal. Essa avalia¢do foi
feita de uma forma geral e especifica para cada grupo. Como ¢ obervado nos quadros

abaixo.

Nome do tutor:

Nome do animal tratado:

Veterinario responsavel pelo procedimento: Dr. Danilo Roberto Custédio Marques

Quadro 2: Estas questdes devem ser respondidas pelos tutores cujos caes passaram por
procedimento cirtrgico. Para cada pergunta, assinale com um X sua avaliacao de 1 a 4
(animais de todos os grupo).

N° Questio Nota
1 Achou que o procedimento cirurgico foi 1. Muitissimo
invasivo? 2. Muito
3. Pouco
4. Nao
2 Teve alguma complicag@o no pos-operatorio? I. Muitissimo
2. Muito
3. Pouco
4. Nao
3 Quanto foi complicado cuidar no animal no pds- | 1. Muitissimo
operatorio? 2. Muito
3. Pouco
4. Nao
4 Acha que o paciente tem dor no local do 1- Muitissimo
procedimento cirtrgico? 2- Muito
3- Pouco
4- Nao
5 Quanto a cirurgia foi benéfica ao seu animal? 1- Muitissimo
2- Muito
3- Pouco
4- Nao
6 Animal apresentou claudicagao? 1- Muitissimo
2- Muito
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3- Pouco
4- Nao
7 Aparecimento de alguma tipo de cancer ou I. Sim
nddulo ndo identificado? 2 Nao

Quadro 3. Estas questdes devem ser respondidas SOMENTE pelos tutores cujos caes

receberam o anabolizante. Para cada pergunta, assinale com um X sua avaliacdo de 1 a

4 (Grupo DN e CTDN).
N° Questio Nota
1 Durante o uso de anabolizante o animal ganhou | 1- Muitissimo
massa muscular? 2- Muito
3- Pouco
4- Nio
2 Animal chegou a apresentar aumento de libido | 1- Muitissimo
com uso no anabolizante? 2- Muito
3- Pouco
4- Nio
3 Observaram alteragcdes de comportamento? 1- Muitissimo
2- Muito
3- Pouco
4- Nao
4 | Se marcou SIM na pergunta acima, qual altera¢do | Resposta:
observou?
5 Aparecimento de alguma tipo de cancer ou 1- Sim
nddulo ndo identificado? 2- Nao

Quadro 4. Responda as questdes do proximo quadro SOMENTE se seu cao recebeu

células tronco (Grupo CT e CTDN).

N° Questdo Resposta
1 Vocé achou o método de aplicacdo das células | 1-  Muitissimo
invasivo? 2-  Muito
3-  Pouco
4- Nio
2 | Voce acha que seu animal sentiu desconfortono | 1-  Muitissimo
momento da aplica¢do das células tronco? 2-  Muito
3-  Pouco
4- Nao
3 Observou algum tipo de reagdo no local de 1- Sim
aplicagao das células tronco? 2- Ni3o
4 Se marcou SIM na questdo 3, qual alteracdo foi | Resposta:

observada?
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5 Observaram altera¢des de comportamento? 1-  Muitissimo
Se sim, quais? 2-  Muito
Resposta: 3-  Pouco
4-  Nao
6 Aparecimento de alguma tipo de cancer ? 1- Sim
2- Nao

Quadro 5. Questiondrio para avaliacao de qualidade de vida dos animais. Todos os
proprietarios devem preencher este quadro (todos os grupos).

N° Questio Nota
1 Vocé acha que a doenca atrapalhava a vida do | 1. Muitissimo
animal? 2. Muito
3. Nao
2 Vocé acha que seu animal sentia dor? 1. Sempre
2. Raramente
3. Nao
3 O seu animal tem episddios de vomitos? a) Sempre
b) Raramente
c) Nio
4 Como esté o intestino do seu animal? 1. Péssimo
2. Ruim
3. Quase normal
4. Normal
5 Como esté o apetite do seu animal? 1- Aumentou muito
2- Aumentou pouco
3- Normal
4- Diminui pouco
5- Diminuiu muito
6 Seu animal se cansa facilmente? 1- Sempre
2- Frequentemente
3- Pouco
4- Nao
7 | Animal continua mantendo seus habitos didrios | 1- Sim
normalmente? 2- Nao
8 Como esta o sono do seu animal? 1) Muito ruim
2) Ruim
3) Normal
4) Bom
5) Muito bom
9 Quanta atenc¢do seu animal estd dando paraa | 1- Esta indiferente
familia? 2- Pouca atengao
3- Normal
(brincar, participar de atividades, interacdo) | 4- Muita atencdo
10 Seu animal se posiciona sozinho para fazer 1- Nunca mais
suas necessidades? conseguiu
2- Raramente consegue
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3- as vezes consegue
4- Consegue
normalmente

11 Como estd o comportamento do seu animal? | 1- Totalmente alterado
2- Episodios de
alteragao
3- Mudou pouco
4- Normal

12 | O seu animal manteve os habitos de higiene (se | 1- Estd normal

lamber, etc)? 2- Esta se limpando

menos

13 Quanto a avaliagdo sobre o tempo de 1- Muito longo

recuperacdo do seu animal, como avalia? 2- Longo

3- Aceitavel
4- Curto
5- Muito curto

14 Quao satisfeito vocé ficou com a cirurgia? 1- Muito satisfeito
2- Satisfeito
3- Pouco satisfeito
4- Insatisfeito

15 Como vocé avalia a qualidade de vida do seu | 1- Melhorou

animal apds o tratamento? 2- Esta igual a antes

3- Esta pior

Coloque aqui qualquer outra observac¢ao que considerar importante:
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6 RESULTADOS

Os dados relacionados a raca, idade, angulo do platd tibial (APT"), membro
acometido e tempo de consolidagdo dssea nos grupos encontram-se abaixo nas Tabelas
de 2 a 5. Cinco animais foram excluidos do projeto: um por desenvolvimento de
osteomietite, um por quebra de implante e trés devido aos proprietdrios nao retornarem
para as avaliacdes posteriormente. O tempo cirurgico vario-se de 54 minutos a 1 hora e
23 minutos. O tempo médio dos procedimentos cirurgicos foram de 1 hora e 3 minutos.
Todos os cages utilizados para a realizacdo da TTA foi tamanho 9 mm.

No Quadro 5 encontram-se a média de peso, idade, APT® e tempo de

consolidacdo 6ssea encontrados nos grupos estudados.

Tabela 2. Raga, peso, idade angulo do platé tibial (APT®), membro operado e tempo de
consolida¢dao do Grupo Controle (Grupo C).

Raca Peso (Kg) Idade APT’ Lado Tempo de
(anos) acometido consolidaciao
(dias)
SRD 19 4 25 Direito 84
Labrador 43 9 22 Esquerdo 84
SRD 18.5 8 23 Direito 105
SRD 23.5 6 25 Esquerdo 84
Pastor 32 4 23 Direito 84
Alemao
Golden 37 5 26 Esquerdo 105
Retrivier

Tabela 3. Raga, peso, idade angulo do platé tibial (APT®), membro operado e tempo de
consolida¢dao do Grupo decanoato de nandrolona (Grupo ND).

Raca Peso (Kg) Idade APT’ Membro Tempo de
(anos) operado consolidacio
acometido (dias)

Pit Bull 45 3 24.5 Direito 63
Pit Bull 42 3.5 22 Esquerdo 63
Labrador 32 7 22.5 Esquerdo 63
SRD 22 4 21 Direito 42
SRD 29 3.4 233 Esquerdo 63

SRD 28 5.2 25.7 Direito 63
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Tabela 4. Raga, peso, idade angulo do platé tibial (APT®), membro operado e tempo de
consolida¢ao do Grupo com uso de células tronco na falha 6ssea (Grupo CT).

Raca Peso (Kg) Idade APT’ Membro Tempo de
(anos) operado consolidacio
acometido (dias)

SRD 233 5,1 22 Direito 63
Rottweiler 42.1 6 23 Direito 63
Pit Bull 28.3 4 25 Esquerdo 84
Akita 23.4 7 20 Direito 84
Pit Bull 31 3.5 21 Esquerdo 84
SRD 27,6 4,6 24 Esquerdo 63

Tabela 5. Raga, peso, idade angulo do platé tibial (APT®), membro operado e tempo de
consolida¢do do Grupo decanoato de nandrolona associado com aplicagdo de células
tronco na falha dssea (Grupo CTDN).

Raca Peso (Kg) Idade APT’ Membro Tempo de
(anos) operado consolidacio
acometido (dias)
Labrador 34,7 3,6 23 Esquerdo 42
Chow 18 3.2 25 Esquerdo 42
Chow
SRD 32 2.5 22 Direito 42
SRD 23 7 21 Esquerdo 42
Labrador 32,4 6 23 Direito 63
Pit Bull 28,1 5 22 Direito 42

Foram coletados os dados (raga, peso, idade, angulo do platd tibial e lado
acometido) de 24 caes submetidos a cirurgia de avango da tuberosidade da tibia para a
correcdo da instabilidade articular resultante da ruptura do ligamento cruzado cranial.
As caracteristicas dos cdes sdo apresentadas na Tabela 6. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para raca, peso, idade, angulo do platd
tibial nem lado acometido.

Nao observaram alteragdes nos hemogramas e biquimicos realizados a cada 21
dias do procedimento. Serdo realizadas as avaliagdes com uso do penetrdmitro para a

publicagdo do artigo na revista.
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Tabela 6.- Tabela comparativa das caracteristicas dos grupos estudados.

Grupos GrupoC  GrupoND  Grupo CT Grupo P
n=6 n=6 n=6 CTDN
n=6

Raca 0,824
Akita - - 1 -
Chow-chow - - - 1
Golden Retriever 1 - -
Labrador 1 1 - 2
Pastor Alemao 1 - - -
Pit bull - 2 2 1
Rottweiler - - 1 -
SRD 3 3 2 2
Peso (Kg) 27,8 30,5 28,0 30,1 0,859

(18,5-43,0) (22,0-45,0) (23,3-42,1) (18,0-34,7)
Idade (anos) 5,5 4,0 5,0 4,5 0,380
(4,0-9,0) (3,0-7,0) (4,0-7,0) (2,0-7,0)

Angulo do platd 24,0 22,9 22,5 22,5 0,408
tibial (°) (22,0-26,0) (21,0-25,7) (20,0-25,0) (21,0-25,0)
Lado acometido 1,000
Direito 3 3 3 3
Esquerdo 3 3 3 3

Variaveis categorias descritas por frequéncias absolutas e associadas pelo teste Exato de Fisher e
quantitativas descritas pela mediana (minimo-maximo) e comparadas pelo teste de Kruskal Wallis. Grupo
C: Grupo controle; Grupo D: Grupo decanoato de nandrolona; Grupo CT: Grupo com uso de células
tronco na falha 6ssea; Grupo CTDN: Grupo decanoato de nandrolona associado com aplicagdo de células
tronco na falha dssea.

Ao comparar os tempos de consolidagdo entre os grupos houve diferengas
estatisticamente significativas (P<0,001). A diferenga ocorreu entre os grupos controle
(Grupo C) e decanoato de nandrolona (Grupo DN) (84 versus 63 dias, P=0,034) e entre
os grupos controle (Grupo C) e decanoato de nandrolona associado com aplicacdao de
células tronco na falha d6ssea (Grupo CTDN). (84 versus 42, P<0,001). Nao houve
outras diferencas estatisticamente significativas. Porém, houve uma diferenga no limite
da significancia escolhida entre o grupo com uso de células tronco na falha dssea
(Grupo CT) e o grupo decanoato de nandrolona associado com aplicagdo de células

tronco na falha dssea (Grupo CTDN). (73,5 versus 42 dias, P=0,050). Tabela 7.




51

Tabela 7.- Tabela comparativa do tempo de consolidacdo em dias entre os grupos.

Grupos Grupo C  Grupo ND  Grupo CT Grupo P
n=6 n=6 n=6 CTDN
n=6
Tempo de 84,0° 63,0° 73,5 % 42,0° <0,001
consolidagao (84,0- (42,0- (63,0- (42,0-63,0)
105,0) 63,0) 84,0)

Dados apresentados pela mediana (minimo ¢ maximo). Grupo C: Grupo controle; Grupo ND: Grupo
decanoato de nandrolona; Grupo CT: Grupo com uso de células tronco na falha 6ssea; Grupo CTDN:

. N . . ab,
Grupo decanoato de nandrolona associado com aplicagdo de células tronco na falha dssea. " letras
diferentes representam diferengas estatisticamente significativas. Comparagao realizada através do teste

de Kruskal Wallis’

No Griéfico 1 dotplot sdo apresentados estes resultados comparativos entre os
tempos de consoli¢do da osteotimia entre os grupos. Cada ponto representa o tempo de
consolidac¢do de cada animal. A linha horizontal que percorre os grupos ¢ a mediana de
tempo de consolidag¢do do grupo. As significancias estatisticas sdo apresentadas para os

grupos que diferiram de forma estatisticamente significativa.
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Grafico 1.- Gréafico comparativo do tempo de consolidagdo em dias entre os grupos.

Observando diferenga estatistica no tempo de consolidagdo 6ssea do grupo CTDN em
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relagdo aos outros grupos. Além no mais, observa-se menor tempo de consolidagdo de

todos os grupos em relacao ao grupo C.

Quadro 6: Questionario respondido por todos os tutores dos pacientes que passaram pelo

ato cirurgico (TODOS animais do projeto).

N° Questdo Nota
1 Achou que o procedimento cirrgico foi Muitissimo — 0 (0%)
invasivo? Muito — 3 (12.5%)
Pouco — 16 (66,67%)
Nao — 5 (20,83%)
2 Teve alguma complicag@o no pos-operatorio? | Muitissimo — 0 (0%)
Muito — 0 (0%)
Pouco — 2 (8,33%)
Nao — 22 (91,66%)
3 Quanto foi complicado cuidar no animal no p6s- | Muitissimo — 2 (8,33%)
operatério? Muito — 4 (16,67%)
Pouco — 6 (25%)
Nao — 12 (50%)
4 Acha que o paciente tem dor no local do Muitissimo — 0 (0%)
procedimento cirtrgico? Muito — 0 (0%)
Pouco - 3 (12,5%)
Nao - 21 (87,5%)
5 A cirurgia foi benéfica ao seu animal? Muitissimo — 23 (95,83%)
Muito — 1 (4,16%)
Pouco — 0 (0%)
Nao — 0 (0%)
6 Animal apresenta claudicagdo? Muitissimo
Muito
Pouco — 4 (16,67%)
Nao — 20 (83,33%)
7 Aparecimento de alguma tipo de cancer ou Sim — 1 (4,16%)
nodulo nao identificado? Niio — 23 (95.83%)
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Quadro 7. Resultados dos dados encontrados das respostas das questdes na qual utilizou-
se anabolizante (SOMENTE os pacientes do grupo DN e CTDN).

N° Questio Resultado
Numero de animais ¢ %
1 Durante o uso de anabolizante o animal ganhou | Muitissimo — 0 (0%)

massa muscular Muito — 6 (50%)

Pouco — 4 (33,33%)
Nio — 2 (16,67%)

2 Animal chegou a apresentar aumento de libido | Muitissimo — 0 (0%)
i ?
com uso no anabolizante? Muito — 0 (0%)

Pouco — 2 (16,67%)
Nao — 10 (83,33%)

3 Observaram altera¢des de comportamento? Muitissimo — 0 (0%)
Muito — 0 (0%)
Pouco — 0 (0%)

Nao — 12 (100%)

4 | Se marcou SIM na pergunta acima, qual altera¢do | Resposta:
observou?

5 Aparecimento de alguma tipo de cancer ou Sim — 0 (0%)
, Lo 0
nddulo ndo identificado? Niio — 12 (100%)
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Quadro 8. Respostas das questdes do proximo quadro SOMENTE se seu cdo recebeu
células tronco (animais do grupo CT e CTDN).

N° Questdo Resposta
1 Vocé achou o método de aplicacdo das células | Muitissimo — 0
invasivo? Muito - 0
Pouco - 2 (16,67%)
Nao — 10 (83,33%)
2 Vocé acha que seu animal sentiu desconforto no | Muitissimo — 0 (0%)
momento da aplicacdo das células tronco? Muito — 0 (0%)
Pouco —2 (16,67%)
Nao — 10 (83,33%)
3 Observou algum tipo de reagdo no local de Sim — 2 (16,67%)
aplicacao das células tronco? Nao — 10 (83,33%)
4 Se marcou SIM na questdo 3, qual alteracdo foi | Resposta:
observada? Prurido no local e eritema
5 Observaram altera¢des de comportamento? Muitissimo — 0 (0%)
Se sim, quais? Muito — 0 (0%)
Resposta: Pouco — 0 (0%)
Nao — 12 (100%)
6 Aparecimento de alguma tipo de cancer ? Sim — 0 (100%)
Nao — 12(100%)
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Quadro 9. Questionario para avaliacdo de qualidade de vida dos animais. Todos os
proprietarios devem preencher este quadro.

N° Questdo Nota
1 Voceé acha que a doenca atrapalhava a vida do | Muitissimo - 21 (87,5%)

imal?
animal? Muito — 3 (12,5%)

Nao — 0 (0%)
2 Vocé acha que seu animal sentia dor? Sempre — 24 (100%)

Raramente — 0 (0%)
Nao - 0 (0%)

3 O seu animal tem episddios de vOmitos? Sempre — 0 (0%)
Raramente — 1 (4,16%)
Nao — 23 (95,83%)

4 Como esta o intestino do seu animal? Péssimo — 0 (0%)
Ruim - 0 (0%)

Quase normal — 0 (0%)
Normal — 24 (100%)

5 Como esté o apetite do seu animal? Aumentou muito — 0 (0%)
Aumentou pouco - 6 (25%)
Normal - 17 (70,83%)
Diminui pouco - 1 (4,16%)

Diminuiu muito - 0 (%)

6 Seu animal se cansa facilmente? Sempre - 0 (0%)
Frequentemente - 0 (0%)
Pouco — 1 (4,16%)

Nao — 23 (95,83%)

7 | Animal continua mantendo seus habitos diarios | Sim — 24 (100%)

normalmente? Nio — 0 (0%)

8 Como esta o sono do seu animal? Muito ruim — 0 (0%)
Ruim - 0 (0%)
Normal — 24 (100%)
Bom - 0 (0%)
Muito bom - 0 (0%)

9 Quanta atenc¢do seu animal est4d dando paraa | Esta indiferente — 0 (0%)

familia?

Pouca atengao — 1 (4,16%)
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(brincar, participar de atividades, interacao)

Normal — 20 (83,34%)
Muita atencao — 3 (12,5%)

10

Seu animal se posiciona sozinho para fazer
suas necessidades?

Nunca mais conseguiu — 0 (0%)
Raramente consegue — 0 (0%)
As vezes consegue — 0 (0%)
Consegue normalmente — 24

(100%)

11

Como estd o comportamento do seu animal?

Totalmente alterado — 0 (0%)
Episodios de alteragdo — 0 (0%)
Mudou pouco — 0 (0%)

Normal — 24 (100%)

12

O seu animal manteve os habitos de higiene (se
lamber, etc)?

Esta normal — 24 (100%)
Esta se limpando menos — 0

(0%)

13

Quanto a avaliacdo sobre o tempo de
recuperagdo do seu animal, como avalia?

Muito longo — 0 (0%)
Longo - 2 (8,33%)
Aceitavel - 7 (29,17%)
Curto — 10 (41,67%)
Muito curto — 5 (20,83%)

14

Quao satisfeito vocé ficou com a cirurgia?

Muito satisfeito — 18 (75%)
Satisfeito — 6 (25%)

Pouco satisfeito — 0 (0%)
Insatisfeito — 0 (0%)

15

Como vocé avalia a qualidade de vida do seu
animal apds o tratamento?

Melhorou - 21 (87,5%)
Esté4 igual a antes — 3 (12,5%)
Esta pior — 0 (0%)
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7 DISCUSSAO

Os animais participantes do projeto foram selecionados de forma homogénea e
aleatoria, evitando assim, possiveis alteracdes nos resultados entre os grupos. Com isso,
ndo observou-se diferengas estatisticamente significativas entre os grupos para raga,
peso, idade, angulo do plato tibial nem lado acometido. A escolha dos animais que
participaram dos grupos foi aleatoria, através do sorteio (pote com papéis dos grupos, 6
papéis de cada grupo).

Adotou-se a TTA como modelo nesse estudo devido a criagdo de uma falha
homogénea, ocorréncia de uma consolidacdo segundaria e facilidade do
acompanhamento radiografico pds-operatorio. Esssa técnica ja foi utilizada como
modelo de consolidagao 6sseo em outros estudos (BOUDRIEAU, 2011; MARQUES,
2017, SILVEIRA, 2013). Utilizou-se esse modelo em nosso estudo devido a alta
incidéncia de ruptura do ligamento cruzado em caes, a TTA ser modelo para estudos de
consolidagdo dssea em caes, ser uma osteomia (ndo influencia de trauma adicional em
partes moles), facil acompanhamento do pos-operatdrio radiograficamente.

A TTA também permite a avaliacdo mais fidedigna da consolidacdo Ossea,
devido a cria¢do da falha 6ssea no trans-cirurgico. Além disso a criagdo da falha 6ssea
diminui a possibilidade de osteomielite, sendo que nesse estudo a media de tempo
cirurgico ndo foi longo (1hora e 12 minutos) (BRAGA et al., 2012; ARIAS et al., 2013).

Nesse estudo as radiografias foram feitas com a articulagdo femur-tibio-patelar
em angulacio de 135°, a qual permite a padronizacdo entre 0s grupos, como
preconizado por Kim et al. (2008) e Boudrueau (2007).

Utilizou-se da andlise visual das radiografias para definir o tempo da
consolidagdo Ossea, sendo as imagens analisadas em estudo duplo cego por 2
radiologistas e um ortopedista. A avaliagdo radiografica da consolidagdo Ossea ¢ de
grande importancia para saber o tempo exato da consolidagao 6ssea (OROSZ, 2002). O
método de analise visual ja foi utilizado em varios estudos para avaliar a consolidagao
6ssea e ¢ considerada valida com grande concordincia entre observadores
(HOFFMANN et al., 2006; BOUDRIEAU, 2007; ETCHEPAREBORDE et al., 2011;
SILVEIRA, 2013, ZAMARIAN, 2014; DANTES et al., 2016).

Optou-se pela avalia¢do radiografica a cada 21 dias, mesmo sabendo que ndo se

sabe exatamente o momento da consolidacdo dssea, sendo a médio do tempo de
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consolidagdo o6ssea na TTA ¢ de 60 a 120 dias (LAFAVER et al., 2007; BOUDRIEAU,
2011; SILVEIRA, 2013; MARQUES et al.,, 2017). Ocorrem poucas alteragdes
radiograficas quando as radiografias sdo realizadas em intervalos menores de tempo
(LAFAVER et al., 2007, GUERRERO et al., 2011, LANDE et al., 2012). Além disso,
outros estudos ja utilizaram o intervalo de 21 dias entre as radiografias (IBANEZ et al.,
2003; MARQUES et al., 2017).

O grupo DN apresentou-se com o tempo de consolidacdo menor em comparagao
ao grupo controle. Outros estudos ja& monstraram os efeitos benéficos do DN para
acelerar o processo de consolidacdo 6ssea (CUNHA et al., 2004; IBANEZ et al., 2003;
MARQUES, 2017; SENOS et al., 2019). O uso de anabolizantes para consolida¢do
Ossea tem ganhado destaque nas ultimas décadas, principalmente na medicina. O que
esta de acordo com GENNARI et al. (1989), PASSERI et al. (1993), AITHAL et al.
(2009) e LEMOS et al. (2013).

O DN foi aplicado na dose de 2 mg/kg no 15° dia e depois a cada 21 dias, como
preconizado por Ibafiez et al. (2003) e Marques et al. (2017). O maximo de aplicagdes
utilizada nesse presente estudo foi de 3 doses, sendo que mais da metade dos animais
receberam somente duas doses do anabolizante. Devido as aplicagdes serem realizadas a
cada 21 dias e o maior tempo de consolidagdo observado com o uso do DN foi de 63
dias, ndo necessitou de mais de 3 doses de DN.

Nao se observou nenhum efeito colateral com o uso do DN, nem no grupo DN e
nem CTDN. Por precau¢do, a cada 21 dias realizou-se exames complementares como
hemograma e bioquimicos. Os efeitos adversos do uso dos andlogos da testosterona
(como o DN) esta relacionado principalmente as formas de administragdo,
principalmente dosagem e frequéncia de aplicagdo (BROWER, 2002). Ratos tratados
com 15mg/kg de DN apresentaram alteracdo no comportamento social, deixando os
animais mais isolados e mais agressivos (KOUVELAS et al., 2008). Tratamento com
DN croénico interferiu na neurotransmissao glutamatérgica (ROSSBACH et al., 2007).
Ratos tratados com 15mg/kg de DN semanalmente apresentaram hipertrofia concéntrica
de ventriculo esquerdo (SOARES et al., 2011). Preconizou-se nesse trabalho o uso de
dose baixa de DN e intervalo entre as aplicacdes de 21 dias. Nao foram observadas
altera¢des nos animais tratados, segundo questiondrio preenchido pelos tutores.

As TTAs foram relizadas em animais de rotina médica, portanto ndo realizou-se
a histopatologia para acompanhar microscopicamente a consolidagdo dssea. Senos

(2014) demonstrou aumento das células osteoblasticas e diminui¢do das osteoclasticas



59

em ratos com ndo unido atréfica tratados com DN.

Como observado neste trabalho, uma grande vantagem no uso do DN para
acelerar a consolidagdo dssea ¢ o seu baixo custo, tendo sido mundialmente utilizado
para o tratamento de osteoporose em seres humanos devido a sua viabilidade econémica
(SENOS, 2014; ZAMARIAN, 2014). Além disso, ndo necessita de procedimento
invasivo, pois o DN ¢ utilizado por via intramuscular. Outro dado encontrado no
presente trabalho foi o desenvolvimento de massa muscular dos animais que utilizaram
a DN. Em humanos o DN ¢ muito utilizado para o desenvolvimento de massa muscular
(SOARES et al., 2011).

Em relagdo ao grupo CT apresentou-se estatisticamente menor o tempo de
consolidagdo oOssea quando comparado ao grupo controle, diferindo dos dados
encontrados por Santos e colaboradores (2018) que ndo encontrou diferenca em uso de
CT na falha 6ssea criada pela TTA. Utilizou-se células-tronco derivadas de polpa
dentaria, aplica¢do apds 15 dias do procedimento cirurgico e aplica¢do a cada 21 dias
até observacao da consolidacdo dssea, diferindo de Santos e colaboradores (2018) onde
utilizou-se células tronco derivadas de tecido adiposo, aplicacdo das CT apds 8 dias
pos-operatorio e em dose Unica, respectivamente. Sabe-se que as células-tronco tem
tropismo por tecido inflamado (microambiente da lesdo interfere na acdo das células-
tronco) (EL-JAWHARI et al. 2016), com isso, optou-se aplicagdo 15 dias de pos-
operatério no presente trabalho. Prado e colaboradores utilizaram células tronco em
pacientes com hérnia de disco toracolombar no momento do procedimento cirirgico e
apos 7 dias de pds-operatorio, sem efeito benéfico na sua utilizacdo.

Também optou-se pela aplicagdo das CT apds 15 dias de pos-operatorio para nao
ter influencia das CT com os fairmacos utilizados no pos-operatorio. Sabe-se que muitos
antimicrobianos e anti-inflamatorios interferem na acdo das CT (JAWHARI et al.,
2016).

Optou-se pela aplicacdo das CT no local da falha 6ssea, para ter a maior
concentragdo possivel das CT na falha 6ssea, corrobando com a técnica utilizada por
Santos e colaboradores (2018) em pacientes que realizaram TTA. Outros trabalhos ja
aplicaram células tronco em falhas 6sseas (LIN et al., 2017, BRAGDON ¢ BAHNEY,
2018; SANGHANI-KERALI et al., 2018; TAQUINTA et al., 2019; XU et al., 2020;
SAFAROVA et al., 2020).

Para uma localizagdo mais exata da falha dssea utilizou-se as imagens

radiograficas e ecografia, diferindo de Santos et al. (2018), onde a falha dssea foi
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localizada através da palpacao do local cirtirgico.

Ainda o que ¢ muito heterogeneo quando se fala de CT, ¢ sua producgdo (desde
local da coleta, método da coleta, processamento, transporte até o local das clinicas,
formas de preservacdo). Nesse presente trabalho utilizou-se CT de polpa dentéria,
processadas no Setor de Anatomia da Universidade de Sdo Paulo, onde as mesmas
foram caracterizadas padronizadas. Sabe-se que ocorrem variagdes das CT em
diferentes temperaturas (ISHKITIEV et al., 2010; JAWHARI et al., 2016), com isso,
obtou-se por levar as CT da Universidade de Sao Paulo (USP) até a Faculdade
Anclivepa, em isopor com gelo e o transporte o mais rapido possivel, assim como a sua
aplicacdo. Somente dois pacientes apresentaram eritema e prurido no local de aplicagao
das células tronco, isso provavelmente ocorreu devido a sensibilidade individual de cada
paciente e sabe-se que essas reacdes podem ocorrer apds a aplicagdo de qualquer
farmaco (JAWHARI et al., 2016). Essas alteracdes ocorreram por 2 dias apds a
aplicagdo, ndo sendo necessario a utilizagdo de farmacos para o tratamento.

Utilzou-se células tronco de polpa dentéria devido ao seu fago acesso no setor de
Anatomia Veterindria da USP. Além isso, sabe-se que células tronco de polpa dentéria
induzem regeneracao Ossea, facil cultivo em laboratorio, ndo invasivo para coleta do
material (lentes deciduos), como observado em trabalhos (GRONTHOS et al., 2000;
Miura et al., 2003; PORTDAR; JETHMALANI, 2015; PRADO et al., 2019).

Para prevenir infeccdo e desenvolvimento de osteomielite, a aplicagdo das CT
foram realizadas com luvas estereis, gorro, mascara e dentro do centro cirurgico.

O grupo que apresentou o menor tempo de consolidagdo dssea foi CTDN, a qual
associou-se as células tronco com decanoato de nandrolona. O tempo de consolidagao
Ossea da osteotomia foi significativamente menor quando comparado aos outros grupos.
Relatos em vitro mostra o aumento da proliferagdo das células tronco quando ficam em
contato com a testostetona (COROTCHI et al., 2016; RIBEIRO et al., 2014). O DN ¢
um analogo da testostetona.

Pode-se dizer que a associacdo de CT e DN apresentaram sinergia para a
consolidacdo da falha dssea de pacientes que realizaram TTA. Além disso, ndo
observou-se efeitos colaterais em sua associagdo. Nao observou-se a formagdao de
neoplasia em nenhum dos pacientes desse estudo, sendo que todos foram acompanhados
até¢ 11 meses do procedimento cirirgico através de telefonemas e whatswapp.

Nao podemos deixar de citar que, a osteotomia criada na TTA ¢ local de osso

esponjoso, isto ¢, com potencial de consolidagdo maior que a didfise dssea. Portanto



61

novos estudos devem ser realizados para saber em osso cortical para saber se ocorrerd o
mesmo beneficio encontrado na sua utilizacdo em pacientes que realizara TTA. Quanto
maior o numero de modalidades para obter-se a consilidagao 6ssea, melhor sera para os
pacientes.

As CT podem ser aplicadas em local de falha 6ssea guiadas pela ecografia ou
radiografia e a utilizagdo do DN por via intramuscular. Isso ¢ procedimentos de pouca
invasibilidade. Lembrando que nenhum dos nossos pacientes precisaram ser sedados

para aplicacdo das células tronco, devido ao baixo grau de dor na sua aplicagao.
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8 CONCLUSAO

Concluiu-se com o presente estudo:

A associacdo de células-tronco de polpa dentaria com decanoato de nandrolona
acelerou o processo de consolidacio Ossea da falha Ossea criada apds a
realizacdo da técnica de TTA.

Em relacdo ao uso somente das células-tronco polpa dentaria pode-se concluir
que proporcionou melhor tempo de consolidacdo da TTA em relacdo ao grupo
controle.

O uso de decanoato de nandrolona diminuiu o tempo de consolidacio dssea.

A TTA apresentou resultados benéficos para o estudo de osteogénese em caes.
Nao observou-se grandes complicacoes com a administracio de CT na
osteotomia criada pela TTA.

Nao observou-se complicacdes com o uso de DN por via intra-muscular em caes

saudaveis, com os intervalos e doses utilizadas no trabalho.
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ANEXO A

Termo de consentimento livre e esclarecido entregue aos proprietarios dos animais selecionados
para o estudo

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DADOS DE IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO OU RESPONSAVEL

NOME: DOCUM

ENTO DE IDENTIDADE N° SEXO:Mo F o

DATA NASCIMENTO:  /  / .

ENDERECO: Ne:
COMPLEMENTO:

BAIRRO: CIDADE:

ESTADO:
CEP: TELEFONE: ()

DADOS DE IDENTIFICACAO DO ANIMAL

NOME DO ANIMAL:

ESPECIE: RACA:
PELAGEM: N’ DE IDENTIFICACAO
SEXO: DATA DE NASCIMENTO:

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Interferéncia do decanoato de nandrolona
associado com células tronco na consolidagdo dssea do defeito resultante da osteotomia para
avanco da tuberosidade tibial em caes.

PESQUISADOR: Danilo Roberto Custédio Marques, Médico Veterinario , CRMV-PR 10.555,
Departamento: Departamento de Cirurgia, setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Selvagens

- FMVZ - USP

AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO o RISCO MEDIO X
RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O
DURACAO DA PESQUISA: 30 meses.

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO
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O presente estudo visa comparar o tempo de consolidacdo do defeito gerado pelo avango
da tuberosidade tibial com o uso de células tronco associado ou ndo com decanoato de
nandrolona em cdes com diagndstico de ruptura do ligamento cruzado cranial. Objetiva-se
avaliar se o uso de células tronco associado a células tronco interfere no tempo de consolidacao

ossea do defeito resultante da TTA.

Local da cirurgia: Hospital Veterinario da Faculdade Anclivepa (HV-Faculdade
Anclivepa), localizado na Rua Platina, 560, municipio de Sdo Paulo, S@o Paulo. Serdo
utilizados no minimo 24 caes, 6 em cada grupo, submetidos a cirurgias de TTA. Aprovacdo da
comissdo de ética da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP) pelo protocolo nimero
7250220817 da CEUA.

Os animais serdo divididos aleatoriamente em quatro grupos: grupo C (controle)
somente TTA; grupo CT (células tronco): TTA mais células tronco na falha 6ssea; grupo CTDN
(células tronco associado com decanoato de nandrolona): TTA, células tronco e decanoato de
nandrolona pela via intramuscular na dose se 2mg/kg no pos-operatorio imediato e cada 21 dias
de aplicagdo até a observacdo da consolidagdo dssea; grupo DN (decanoato de nandrolona):
TTA e decanoato de nandrolona pela via intramuscular na dose de 2mg/kg no pés-imediato ¢ a
cada 21 dias até a observagdo da consolidacdo dssea.

Exames: creatinina, uUreia, urinalise, fosfatase alcalina, alamina aminotransferase,
albumina e gamaglutamiltransferase. Esses mesmo exames serdo repetidos apds 7 dias de pos-
operatdrio e depois a cada 21 dias e a utilizagdo do decanoato de nandrolonasera suspenso caso
haja alteracdes séricas.

No poés-operatdrio todos os grupos receberam as seguintes medicagdes por via oral:
cefalexina (25 mg/kg/cada 12 horas/7dias); carprofeno (2.2mg/kg/cada 12 horas/7 dias) e
cloridrato de tramadol (3mg/kg/cada 8 horas/5 dias) e dipirona (25mg/kg/cada 8 horas/7 dias).
Além disso, uso de colar protetor até a retira dos pontos e limpeza da ferida cirargica com
solucdo salina 0.9% cadal2 horas, com auxilio de luvas, até retiradas dos pontos.

As radiografias serdo realizadas individualmente no pré-operatorio, pds-operatorio
imediato e a cada 21 dias em duas projecdes: médio lateral (LL) e cranio caudal (VD) até a

observacdo da consolidacdo 6ssea com uso do penetrometro para avaliagdo da densidade Ossea.

Nao havera custo de nenhum dos procedimentos cirtirgico para o proprietario, ficando
como responsabilidade do mesmo, somente o transporte do seu animal para a realizagdo de

todos os procedimentos, retorno nos dias propostos.

Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador ¢
o médico veterinario Danilo Roberto Custédio Marques, que pode ser encontrado no endereco

Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87 Cid. Universitaria, Universidade de Sdo Paulo,
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Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Departamento de Cirurgia ou na Faculdade

Anclivepa que se encontra na rua Platina, 556.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de tratamento do animal na

Instituicao;

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Interferéncia do decanoato de nandrolona
associado com células tronco na consolidagdo dssea do defeito resultante da osteotomia para

avango da tuberosidade tibial em cdes.”.

Eu discuti com o MV. Especializado Danilo Roberto Custddio Marques sobre a minha
decisdo em incluir meu(s) animal(is) nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo o0s
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados em meu(s) animal(is), seus

desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

Concordo voluntariamente que meu(s) animal(is) participe(m) deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu ou meu(s) animal(is) possa(m) ter adquirido,

ou no meu atendimento neste Servigo.

Concordo com a gravagdo de dudio da explicagdo do projeto na avaliagdo do meu
animal. Este dudio serd apenas para documentagdo da explicagdo do projeto e ndo sera utilizado

de nenhuma outra forma diferente desta.

Assinatura do proprietario Data [

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de proprietarios analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
proprietario para a participacdo de seu(s) animal(is) neste estudo.

Assinatura do responséavel peloestudo Data [
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ANEXO B

Termo de parceria entre Hospital da Faculdade Anclivepa e Setor de Anatomia dos Animais
Domésticos da Universidade de Sdo Paulo

TERMO DE PARCERIA PARA EXECUCAO DE PROJETO DE DOUTORADO

Termo de convénio de parceria que entre si celebram Hospital Veterinario Publico da Anclivepa
- com sede em rua Ulisses Cruz, 285, Belenzinho, Sao Paulo, Sdo Paulo, 03308-010,
CNPJ:45.877.305/0001-14, telefone 11-2291-5159, neste ato representada por seu representante legal
infra-assinado, doravante denominada simplesmente — CONCEDENTE e, de outro lado, a Pos-
Graduacio em Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestre-, Mantenedor da Universidade de Sao
Paulo — USP -, CNPJ 63.025.530/0019-33, situada na Avenida Prof. Dr. Orlando Marques Paiva, 87,
Prédio de Pds-graduagdo em Anatomia dos Animais domésticos e silvestres, Cidade Universitaria,
Butantd, S8o Paulo, Sdo Paulo CEP 05.508-270, tefefone 11- 3091-1431, neste ato representado pela
Prof. Responsavel pelo projeto e o aluno executante do projeto que abaixo assinam. Dispde sobre a
realizagdo do projeto de doutorado do aluno Danilo Roberto Custodio Marques em parceria com Hospital
Veterinario Publico da Anclivepa-Tatuapé.

E por estarem assim de pleno acordo, assinam o presente instrumento em duas vias de igual
forma e teor para os efeitos de direito em presenga das testemunhas abaixo.

Sdo Paulo, 23 de novembro de 2017.
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Universidade de Sao Paulo — FMVZ-USP
Paula Fratini
Coordenadora Responsavel pelo projeto
CPF: 294730788-70

Danilo R. C Marques — Doutorando Executante do Projeto

CPF: 229-721-318-27

Hospital Veterinario Piblico de Sdo Paulo
Representante Legal José Fernando Ibanez

CPF 14787721828



