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APRESENTACAO

Caro leitor, temos o privilégio de anunciar a continuidade da obra “Inovacéo
Tecnolégica e o Dominio das Técnicas de Investigacao na Medicina”, através de trés novos
volumes contendo informacgdes relevantes e estudos cientificos no campo das ciéncias
médicas e da saude, desenvolvidos de forma aplicada e fundamentada por docentes e
discentes de diversas faculdades do nosso pais.

Sabemos que novos valores tém sido a cada dia agregados na formagéo do
profissional da saude na forma de contetdo técnico que sédo fundamentais para a pesquisa,
investigacdo e desenvolvimento. Portanto com a sequencia deste conteido queremos
reforcar a importancia de que académicos e profissionais da saude participem cada vez
mais dos processos de inovagéo e desenvolvimento.

As novas ferramentas tecnolégicas em saude sdo uma realidade nos hospitais e
laboratérios médicos, consequentemente, o aumento da utilizagdo da biotecnologia nas
pesquisas clinicas, ensaios, teses, desenvolvimento de produtos é dindmica e exige
cada vez mais do profissional. Deste modo, a disponibilizacdo de trabalhos atuais dentro
desse contexto favorece conhecimento e desenvolvimento critico do leitor que podera
encontrar neste volume informacgdes relacionadas aos diversos campos da medicina com
uma abordagem multidisciplinar e metodologicamente adaptada ao momento de evolucéo
tecnologica.

Portanto, a obra “Inovacdo Tecnologica e o Dominio das Técnicas de Investigacéo
na Medicina - 4” contribui com o conhecimento do leitor de forma bem fundamentada e
aplicavel ao contexto atual. Compreendemos que a divulgacao cientifica € fundamental
para o desenvolvimento e avango da pesquisa basica em nosso pais, por isso destacamos
também a importancia da Atena Editora com estrutura capaz de oferecer uma plataforma
consolidada e confiavel para académicos, docentes e profissionais da saude.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A osteossintese minimamente
invasiva com placa e a terapia celular com
células-tronco sao ferramentas modernas e
extremamente Uteis na cicatrizagéo de fraturas.
O objetivo do presente relato € descrever o
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CASO

tratamento de um cdo, macho, da raga Pinscher
de 14 anos de idade com fratura da tibia. O
paciente apresentava claudicagdo do membro
pélvico esquerdo e historico de queda. O exame
radiografico revelou fratura simples, completa,
obliqua curta do terco proximal de tibia e
fibula esquerdos. Por ser um paciente idoso e,
respeitando-se os fatores mecénicos, biolégicos e
clinicos da fratura, optou-se pela MIPO associada
a aplicagdo percuténea de células tronco, no
intuito de preservar e potencializar a capacidade
de consolidagéo pela via biolégica. As células-
tronco mesenquimais (CTM) foram adquiridas a
partir de tecido adiposo da base da cauda de céo
doador, higido, anestesiado previamente para
procedimento de castracdo. O processamento
e fornecimento das CTMs foram feitos pelo
laboratorio BIO CELL. Dentro do centro cirargico,
o procedimento envolveu descongelamento de
3 palhetas, contendo 1 milhdo de CTMs cada,
cerca de 25 minutos antes do término da MIPO.
Apbs preparagédo, a solugdo contendo 3 milhdes
de CTMs foi aplicada percutaneamente no foco
da fratura, imediatamente apés a MIPO. Com
duas semanas de poOs-operatério, o paciente ja
apresentava apoio do membro. Ap6s 30 dias,
havia boa formacéo de calo 6sseo e, apoés 4
meses da cirurgia, confirmou-se a consolidagéo
O0ssea. Diante das adversidades do caso, a
associacdo da MIPO com o uso de células-tronco
demonstrou-se eficiente.
PALAVRAS-CHAVE: cirurgia
osteossintese, tibia, idoso, cao

ortopédica,
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PERFORMANCE OF MIPO ASSOCIATED TO MESENQUIMAL STEM CELLS
THERAPY IN THE TREATMENT OF FRACTURE IN DOG: CASE REPORT

ABSTRACT: Minimally invasive plate osteosynthesis and stem cell therapy are modern and
extremely useful tools for fractures treatment. The purpose of this report is to describe the case
of a 14-year-old male Pinscher dog with a tibial fracture. The patient presented claudication of
the left pelvic limb after a fall history. Radiographic exam revealed a simple, complete, short
oblique fracture of the proximal third of the left tibia and fibula. The patient was geriatric and
trying to respect the mechanical, biological and clinical factors of the fracture, we opted for
MIPO associated to percutaneous application of stem cells, in order to preserve and enhance
the capacity for consolidation through the biological route. The mesenquimal stem cells
(MSCs) were acquired from adipose tissue from the donor dog’s tail base, healthy, previously
anesthetized for castration procedure. The processing and supply of MSCs was done by
the BIO CELL laboratory. Inside the operating room, the procedure consisted defrosting 3
straws, containing 1 million MSCs each, 25 minutes before the end of the osteosynthesis.
After preparation, the solution containing 3 million MSCs was applied percutaneously to the
fracture site, immediately after the skin suture. Two weeks after the operation, the patient
already had limb support. After 30 days, there was good bone callus formation and, after 4
months of surgery, bone consolidation was confirmed. In the face of the adversities of the
case, the association of MIPO to the use of stem cells proved to be efficient.

KEYWORDS: orthopedic surgery, osteosynthesis, tibia, geriatric, dog

11 INTRODUGAO

As células-tronco séo células indiferenciadas que tém capacidade de autorrenovacgéo
e, portanto, sdo capazes de repor suas populagdes de maneira constante. Além disso, séo
células com capacidade regenerativa, pois podem se diferenciar em tipos celulares de
diversos tecidos. (BYDLOWSKY et. al., 2009).

Na medula 6ssea, podem ser encontradas duas linhagens de células-tronco:
hematopoiética (CTH) e mesequimal (CTM) sendo que esta Gltima compde o estroma
medular que mantém o microambiente para o desenvolvimento da linhagem hematopoiética.
Ainda, as CTMs sdo capazes de diferenciagdo em células das linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica (SCHWINDT, 2005), mas h& evidéncias que sugerem potencial
de diferenciacdo endodérmica e neuroectodérmica também, o que confirmaria o carater
heterogéneo desse grupo celular (BYDLOWSKI et. al., 2009).

As CTMs podem ser encontradas em regides perivasculares de todos os tecidos
adultos, tais como o tecido adiposo, o peridésteo, o tecido muscular e até 6rgaos
parenquimatosos, além da medula éssea (MEIRELLES et. al., 2008; MAMBELLI et. al.,
2009 ZUCCONI et. al., 2009 apud MONTEIRO et. al., 2009).

Injarias teciduais causam, inicialmente, a ruptura de vasos sanguineos que é seguida
pelo reflexo de vasoconstricdo e, rapidamente as plaquetas séo ativadas, formando um
plugue plaguetario na regido danificada. A partir desse evento, a cascata de coagulagéo é
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ativada bem como a via do acido araquidénico, que promove a liberacao de citocinas proé-
inflamatorias e fatores de crescimento, responséaveis pela quimiotaxia de leucécitos, tais
quais macrofagos e neutréfilos para o local de injuria (TSIROGIANNI et. al., 2006).

O tecido de granulagdo comeca a surgir dentro de dois a trés dias apds a injuria e
varios tipos celulares sé@o ativados, dentre eles, os fibroblastos que proliferam e migram
para o local da lesdo, dando continuidade ao processo de reparo (GREILING et. al., 1997
apud TSIROGIANNI et. al., 2006).

Foi demonstrado por meio de estudos com embrides de ratos que situagdes
que levam a auséncia (deficiéncia ou dano) da membrana basal resultam em falha de
epitelizacdo ectodérmica e permitem ou mesmo aceleram o processo de diferenciacéo
mesodérmica (FUJIWARA et. al., 2007).

Logo, seria possivel inferir que a perda de contato entre a membrana basal e as
células do pericito/CTM apés leséo induz a proliferagédo e diferenciacdo dessas células
em tecido mesenquimal e, além do aumento no nimero de CTM, aumentam, também, o
nuamero de moléculas que elas secretam, com caracteristicas tréficas e imunomodulatérias
importantes para a regeneragao do tecido (MEIRELLES et. al., 2008).

Por causa da liberagéo dessas moleculas troficas e imunomodulatérias e pelo fato
de as CTMs serem direcionadas para as areas lesionadas gragas a interagéo entre seus
receptores e quimiocinas do tecido lesionado, dentre outros fatores, entende-se que o
uso de culturas de CTMs em um tecido danificado poderia acelerar o processo de reparo
(MEIRELLES et. al., 2008).

Em estudo recente, utilizando tecido adiposo inguinal de ratos para avaliar
diferenciacdo das CTMs mediante estimulo apropriado, formaram-se col6nias de células
aderentes com aspecto de fibroblastos que, mais tarde, ap6s serem submetidas a
diferenciacdo osteogénica, no caso, passaram do aspecto fibroblastoide e alongado para
outro mais arredondado, como as células da linhagem &éssea, demonstrando, inclusive,
pontos de calcificacdo (CARVALHO et. al., 2012).

Defeitos 6sseos extensos, causados por traumas ou afec¢cdes podem ser um desafio
dentro da ortopedia, entéo, para superar as dificuldades e limitagcbes de certos casos, a
terapia com uso de células tronco mesenquimais, baseada nos principios de bioengenharia
mostra-se alternativa interessante para favorecer o processo regenerativo. As CTMs
favorecem a osteogénese dentro de 4 a 12 semanas ap0s sua implantagcdo em defeitos
0sseos extensos ou criticos (CASTRO-SILVA et. al., 2010).

Quanto as vias de distribuicdo das CTMs no organismo, quando aplicadas, citam-
se a via sistémica, alcangada por infusdo sanguinea ou percutanea das células, em que a
migracao das mesmas para seus sitios-alvo se da por meio do homing (orientagéo) e tdpica,
que envolve biomateriais carreadores, com aspecto solido ou gelatinoso para chegar aos
sitios-alvo (CASTRO-SILVA et.al., 2010).

Dentro da medicina veterinaria, muito se tém estudado sobre a utilizagdo de CTMs de
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maneira alégena ou autdgena para a reparagao de diversos tecidos. O tratamento alégeno
€ alternativa mais viavel, no entanto, em pacientes com condi¢cdes mdrbidas desfavoraveis
e que, portanto, ndo possam submeter-se a coleta das células (MONTEIRO et. al., 2009).

Foram utilizadas culturas de CTMs depositadas sobre plataformas de hidroxiapatita
e ceramica de célcio no tratamento de defeitos criticos em fémures de caes, tendo como
resultado, o retorno precoce da fungédo do membro, gracas ao rapido desenvolvimento de
tecido 6sseo ao redor dos implantes (BRUDER et. al., 1998 apud MONTEIRO et. al., 2009).

Em estudo empregando transplante de células mononucleares da medula 6ssea
para auxiliar no tratamento de osteonecrose da cabeca femoral, concluiu-se que, com a
técnica, foi possivel obter reparo satisfatério (YAMASAKI et. al., 2008).

Os pacientes com problemas ortopédicos representam porcentagem significativa na
clinica de pequenos animais, destacando-se as fraturas, as quais necessitam de reducéo e
estabilizacdo adequadas (JOHNSON, 2014).

A reducao caracteriza-se pelo processo de reconstru¢cdo dos fragmentos 6sseos,
por meio do retorno a configuragdo anatémica normal daquele osso ou restauragcdo do
alinhamento do membro, reestabelecendo seu comprimento normal e alinhamento articular
(JOHNSON, 2014).

Sobre os métodos de estabilizacdo de fraturas, visando a um melhor manejo
das mesmas, foram pensadas e desenvolvidas técnicas de estabilizagdo minimamente
invasivas, para preservar o hematoma ao redor do foco de fratura, bem como o aporte
sanguineo extra-0sseo que se instaura, uma vez que o comprometimento dessas estruturas
pode retardar a taxa de osteogénese e desvitalizar os fragmentos (HUDSON et. al., 2009).

Dessa forma, as fraturas ndo necessariamente precisam ser reconstruidas
anatomicamente; basta que os fragmentos principais estejam alinhados de maneira
funcional e isso pode ser conseguido utilizando-se abordagens com manipulacdo minima
do foco de fratura (“abra, mas n&o toque”) ou reducéo indireta (ARON et. al., 1995 apud
HUDSON et. al., 2009).

A técnica denominada MIPO (Osteossintese Minimamente Invasiva com Placa) foi
desenvolvida respeitando-se os preceitos da osteossintese biolégica e ao mesmo tempo
como um método de fixacdo interna. De maneira geral, trata-se da introducao percutanea
de uma placa em ponte, estabilizando o foco da fratura pelas por¢cdes proximal e distal
(KRETTEK et. al., 1996; apud NIKOLAOU et. al., 2008).

Em estudo avaliando a eficacia da MIPO em fraturas de tibia, identificou-se reparacéo
Ossea efetiva, além da utilizagdo precoce do membro, sendo esta uma alternativa eficaz
para o tratamento de fraturas tanto simples quanto cominutivas (ROSA-BALLABEN et. al.,
2017).
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21 OBJETIVO

O objetivo do presente relato € descrever o tratamento de uma fratura de tibia em um
cdo, macho, da raca Pinscher, com 14 anos de idade e peso de 2,7 Kg, levado ao hospital
veterinario no mesmo dia em que ocorreu a fratura. O tratamento foi realizado por meio da
técnica de MIPO associada a aplicacao percutanea de células-tronco no foco da fratura,
avaliando a evolugéo do quadro por meio de exames radiogréaficos em retornos periédicos.

31 DESCRICAO DO CASO CLINICO

O paciente deu entrada no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da Unesp/
Jaboticabal, apresentando claudicagdo do membro pélvico esquerdo e historico de queda.
ApoOs realizacdo de exame radiogréfico, identificou-se fratura simples, completa, obliqua
curta em terco proximal de tibia e fibula esquerdas.

Para a escolha dos melhores método e implante a serem utilizados para a reparacao
de fraturas, varios s@o os fatores que devem ser avaliados. Dentre estes, destacam-se
os fatores mecanicos, que dizem respeito ao nUmero de membros acometidos, tamanho
do paciente e atividade rotineira, além da redutibilidade da fratura; fatores biologicos, em
que a fratura e o panorama geral sobre a saude do animal, sua idade e condigéo clinica
séo estudados e, por fim, os fatores clinicos, que relacionam a cooperagéo entre o animal
e o tutor e, ainda o temperamento do animal frente a utilizacdo de determinados tipos de
implantes e abordagens terapéuticas (JOHNSON, 2014).

Baseando-se nesse tipo de raciocinio e avaliando os beneficios de uma abordagem
biolégica para o paciente em questdo, optou-se pela realizagdo da técnica de MIPO,
associada a aplicacéo percutanea de CTM, com o intuito de preservar e potencializar a
capacidade de consolidagéo pela via biologica (preservagdo do hematoma no foco de
fratura e do aporte sanguineo extra-6sseo recém-estabelecido na regiéo).

As células-tronco mesenquimais foram adquiridas através de tecido adiposo da base
da cauda de um cé&o doador, higido, anestesiado para realizagdo de procedimento prévio
de castragdo. Essa porgéo de tecido adiposo coletada (10 a 25 gramas) foi acondicionada
em tubo de 50mL, contendo meio de lavagem estéril, onde permaneceu por 2 minutos.
Apos esse periodo, o tecido adiposo foi retirado deste tubo e acondicionado em outro,
onde permaneceu por mais 3 minutos. Por fim, foi retirado deste e acondicionado no tubo
contendo meio de transporte e levado para refrigeracdo de 4 a 8°C até o envio para o
laboratério. Tanto o processamento quanto o fornecimento das CTMs foram feitos pelo
laboratério BIO CELL.

Dentro do centro cirdrgico, o procedimento envolveu o descongelamento de 3
palhetas com 1 milhdo de CTMs cada, cerca de 25 minutos antes do término da MIPO. A
solugcéo contendo 3 milhdes de células-tronco mesenquimais foi aplicada percutaneamente

no foco da fratura, imediatamente apds a MIPO.
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41 RESULTADOS

Ap6s 14 dias de procedimento cirlrgico, o paciente ja apresentava bom apoio
sobre 0 membro. Com 30 dias de p6s-operatorio, observou-se melhora do quadro clinico,
com apoio completo, sem presenca de dor e com evidéncias radiogréficas positivas, com
boa formacao de calo ésseo em regido de foco de fratura. Apés 120 dias de cirurgia, foi
visibilizada total consolida¢ao 6ssea nas radiografias de controle, caracterizando o sucesso

do tratamento (Figura 1).

Figura 1: Imagem radiografica de tibia e fibula esquerdas evidenciando: A- Projecédo
mediolateral (ML) pré-operatéria; B- Projecdo ML pds-operatorio imediato; C- Projecédo
craniocaudal (CC) 90 dias p6s-operatério; D- Projecdo CC 120 dias pds-operatorio.
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51 CONCLUSAO

Considerando-se o escore de avaliacdo da fratura, respeitando-se os fatores
mecanicos, bioldgicos e clinicos da mesma no caso em questao, como a idade do paciente,
cooperacéo e visando principalemente a via biolégica de reparagéo da fratura, a escolha
pela associacdo da MIPO com o uso de células-tronco mesenquimais demonstrou-se

eficiente.
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