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RESUMO

A osteoartrose (OA) é uma doenga cronica e degenerativa que resulta na perda progressiva
da cartilagem articular. Essa progressiva reduc¢ao faz com que ocorra o remodelamento dsseo
e possivel formagao de ostedfitos. Os sinais clinicos apresentados pelo paciente com AO sao
crepitagao, claudicacao e dor, com consequente diminuigdo da qualidade de vida dos animais
acometidos. Os tratamentos convencionais disponiveis incluem farmacos como os anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, porém o uso prolongado pode gerar impactos negativos como
potencializar a degradac¢ao da cartilagem e alterar o bom funcionamento do organismo como
um todo. A terapia com células mesenquimais (CTM) pode ser uma alternativa para os
tratamentos de caes com OA pelas células terem a habilidade de migrar até o local de
inflamagdo e apresentar atividades imunomoduladoras e secretar compostos bioativos,
possibilitando a regeneracdo e reparacao da cartilagem, ja que a CTM também possui a
capacidade de se dividir ilimitadamente, podendo se transformar em células de diferentes
linhagens, incluindo condrdcitos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da terapia
celular no tratamento de cdaes com OA. No estudo foram utilizados dois animais,
diagnosticados com a doenca e encaminhados para o laboratério BiOCELL Terapia Celular para
realizagao da terapia com CTM. As células foram cultivadas e congeladas pelo laboratério
BiOCelL terapia celular. Em cada animal foi realizada apenas uma Unica aplicacdo utilizando a
via endovenosa e intra-articular. Apds a aplicacdo, os animais apresentaram uma melhora
clinica significativa, concluindo que a terapia celular pode ser uma alternativa bastante
promissora para o tratamento de caes com OA.

Palavras chave: células tronco, osteoartrose, cdo.
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1. INTRODUCAO

As doencas osteoarticulares sdo bastante corriqueiras na rotina clinica e cirdrgica
veterindria de pequenos animais e dentre elas, a osteoartrose se encontra como a mais
comum na espécie (SCHMIDT, 2009). Essa é uma doenca crénica e degenerativa que resulta
na perda progressiva da cartilagem articular (HARRELL et al, 2019), reduzindo

significativamente a motilidade e causando dores severas aos animais acometidos.

Pelo fato de ndo existir cura para a osteoartrose, o tratamento tem como foco o
controle da dor e melhora da motilidade, o qual é feito geralmente por meio de dietas e
medicamentos, como os antiinflamatdrios ndo esteroidais (EDAMURA et al., 2012). Porém o
uso desses farmacos a longo prazo gera impactos negativos na matriz da cartilagem,
acelerando o seu processo de deterioracao (HAUSER, 2010). Dependendo do grau da doenca
do paciente, pode-se considerar a abordagem cirlrgica, porém na maioria dos casos, ndo sera

possivel reverter as alteracdes degenerativas geradas pela doencga (PIMENTEL, 2013).

Com isso, a terapia celular com células-tronco adultas mesenquimais se apresenta
como uma alternativa promissora para o controle da osteoartrose, pois além do manuseio da
dor, também estimula a regeneracdo da cartilagem, resultando na melhora da qualidade de

vida do paciente (SHAN et al., 2019).

Células-tronco sao definidas como células indiferenciadas e que possuem a capacidade
de se diferenciar em células de linhagens diferentes, ou de se auto-replicar. As chamadas
células tronco mesenquimais sdao células adultas, e caracterizadas como multipotentes,
podendo se diferenciar em linhagens celulares como condrécitos (HAN et al., 2019; MIYAGI et

al., 2016).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo verificar a eficacia da terapia
com célula-tronco mesenquimais como alternativa terapéutica no tratamento de cdes com

osteoartrose.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.0STEOARTROSE

A osteoartrose (OA) é uma doencga cronica de causa multifatorial que afeta a
integridade da cartilagem articular, ocasionando sua degeneracdo de maneira progressiva e
causando altera¢des no animal como por exemplo, a claudicagdao, diminuigdo da atividade
fisica, rigidez e dor (CARMONA; REZENDE, 2014; PIMENTEL, 2013).

Essa doengca pode ser classificada de duas maneiras: osteoartrose primadria e
secunddria. Na osteoartrose primaria, caracterizada como idiopatica, decorre o
acometimento bilateral das articulagdes e tem uma causa desconhecida. Na secundaria, as
causas sdao mais evidentes, como, por exemplo: fraturas, rupturas ligamentares, displasia e
obesidade, ou seja, é quando se tem um fator determinante ou conhecido (PIMENTEL, 2013).
O diagnéstico pode ser feito através do histdrico clinico, exames fisicos e radiograficos,
sempre tentando avaliar o nivel da dor que o animal esta sentindo (RYCHEL, 2010).

A cartilagem oferece uma superficie macia evitando a friccdo entre os ossos, e
permitindo deslizamento durante o movimento da articulacdo. Isso é facilitado por uma
camada lubrificante na superficie articular proveniente de acido hialurénico produzidos pelos
condrdcitos e células sinoviais. A principal funcdo da cartilagem é a absorcdo e dissipacdo de
carga mecanica, a qual é necessaria para a homeostase da cartilagem.

Na osteoartrose mudancas aparecem primeiramente na superficie da articulacao,
onde essas forcas mecanicas como o cisalhamento, sdao grandes, resultando no desiquilibrio
da homeostase da cartilagem, caracterizado por uma série de eventos nas quais resultam na
perturbacdo do estado normal dos condrdcitos, os quais acabam expressando numerosos
mediadores inflamatdrios capazes de conduzir danos a cartilagem (HOUARD et al. 2013). Com
isso, terd a evolugdo para um ciclo vicioso inflamatdrio, mantendo uma constante degradacao
articular. Os agentes primdrios dessa via inflamatdria sdo os fatores de necrose tumoral (TNF)
e a interleucina-1 (IL-1)(REZENDE, et al. 2009).

Uma caracteristica muito importante e comum na osteoartrose é a diminuicdao do
espaco articular, o que pode ocasionar o aumento da pressao intra-articular, que futuramente
pode ocasionar a sindrome compartimental articular. Esta sindrome pode resultar em uma
inadequada perfusdo sanguinea, causando isquemia local e um maior dano articular

(BROMBINI, et al. 2020).



Hoje a OA é uma doenca que ndo possui cura e os tratamentos sdo baseados apenas
no controle da dor e da motilidade. Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de novos
tratamentos envolvendo a regeneracdo destes tecidos, uma vez que a cartilagem nado tem
capacidade de auto regeneragao (HARRELL et al., 2019; SHAN et al., 2018).

As medicagdes normalmente indicadas sao os anti-inflamatdrios ndo esteroidais
voltados para diminui¢cdo da dor e inflamag¢do. De acordo com Guercio e colaboradores (2012)
estes medicamentos ndo sdo muito eficazes. Para a realizacdo de um tratamento mais
eficiente na osteoartrose, deve haver a combinagdo de diferentes abordagens (COIMBRA,
2004).

Segundo Duarte e colaboradores (2013), realizar exercicios fisicos, quando ndo sao
muito intensos, podem ajudar na prevencao de diversas patologias cronico degenerativa,
como a osteoartrose. A fisioterapia também é uma das formas de tratamento auxiliar para a
AO, sendo utilizada para fortalecer musculos especificos. Esse fortalecimento ird diminuir o
avango da AO, reduzindo os sintomas do paciente (FARIA et al., 2017).

O tratamento da osteoartrose tanto em humanos como em animais é voltado para o
manuseio da dor e recuperacdo das articulacdes, por isso, os resultados de estudos clinicos
em caes podem oferecer informag¢des importantes para o tratamento de lesdes na cartilagem

de pacientes humanos e veterinarios (SASAKI et al., 2019)

2.2.CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As células tronco (CT) sdo células indiferenciadas, que possuem a capacidade de se
dividir ilimitadamente, de maneira que podem formar células filhas ou se transformar em uma
célula especializada (CARVALHO et al., 2012)

As CT sao classificadas de acordo com a sua capacidade de diferenciacao, podendo ser
totipotentes ou multipotentes. Pode-se citar, primeiramente, as células com maior potencial
de diferenciacdo, chamadas de totipotentes, capazes de se diferenciar em qualquer célula do
corpo, formando estruturas embrionarias e extra-embriondrias. Ja as células pluripotentes sao
semelhantes, porém, ndo sdo capazes de se diferenciar em estruturas extra-embriondrias. Em
seguida, tem-se as multipotentes que sdo células com potencial reduzido e diferenciam-se em
linhagens especificas (ZAKRZEWSKI et al., 2019).

Entre essas células multipotentes estdo as células tronco mesenquimais (CTM's)

(CAPLAN; DENNIS, 2016; CSAKI et al., 2007). As CTM's estdo presentes nos tecidos e orgdos, e



podem ser obtidas através de fontes como tecido adiposo ou medula dssea. Em processos
fisiolégicos, essas células ja se mostram necessarias na substituicao de células mortas durante
a renovacao celular, também agindo em processos patoldgicos como na isquemia, inflamacao
ou trauma (MARKOSKI, 2016; HARMAN et al., 2016).

A partir de estudos feitos por Yagi e colaboradores (2010), o homing é o processo que
células tronco conseguem migrar até locais inflamados, independente do tecido. A capacidade
gue a CTM's possuem de se diferenciar ird depender do microambiente que estdo inseridas,
pois este é o local que irdo receber as informagdes oriundas dos processos de sinalizacdo
celular, para assim ativar mecanismos de diferenciacdo (MARKOSKI, 2016). De acordo com
Harman e colaboradores (2016), as CTM sdo capazes de se diferenciar em linhagens
adipogénicas, osteogénicas e condrogénicas.

Essas células também possuem propriedades trdficas envolvendo a secrecdo de
fatores de crescimento e citocinas capazes de induzir a proliferacdo celular e angiogénese,
além de reduzir a formacdo de tecido cicatrizante. A sua capacidade anti-inflamatéria e
imunomoduladora também se destaca, pois, a partir de mecanismos paracrinos, as CTM's
secretam fatores de crescimento e citocinas anti-inflamatérias a fim de reverter o sinal
inflamatério (MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN, 2013).

Além da imunomodulac¢do, de acordo com Monteiro e colaboradores (2009) as CTM
também possuem a fusdo como mecanismo de diferenciacdo, na qual as células sdo capazes
de assumir o padrao de expressao genética da célula alvo ao fusionar-se na mesma.

As CTM desencadeiam a liberacdo de diversos fatores soltveis que atuam nas células
do sistema imune. Entre esses fatores, se tem o TGF-B (fator de crescimento beta), fator de
crescimento hepatécitos (HGF), prostaglandina (PGE2), e a enzima indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO). Existem formas de suprimir a proliferacdo dos linfécitos T e B.
especificamente, a producdo dos linfocitos T citotdxicos e as outras citocinas pro-

inflamatadrias, podem ser inibida por meio da liberacdo de PEG2 (MONTEIRO, 2010).

2.3.TERAPIA CELULAR COM CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse no uso de células-tronco como terapia
para diversos tipos de doencas em animais domésticos, em especial cdes e gatos. Por mais
ainda esteja sob necessidade de novos estudos, a terapia celular oferece novas perspectivas

para tratamento de enfermidades que ndo apresentam cura (MARKOSKI, 2016).



A terapia celular é um método que tem como objetivo agir na regeneracado de érgaos
e tecidos, apresentando uma fonte de compostos bioativos com propriedades terapéuticas
que ser utilizados para o tratamento de diversas doencas e condi¢des (CARVALHO et al., 2012;
SHAH et al., 2018).

As CTM se destacam por apresentarem a propriedade de plasticidade, ou seja, sdo
capazes de se diferenciarem em tecidos de origem mesodérmica, além de possuirem a fungao
de modulagao imunoldgica e atividade anti-inflamatdria. Essas células, junto com compostos
bioativos sollveis, conseguem inibir ativacdo de células como: linfécitos T, linfécitos B e
células natural killers. Por apresentarem essas caracteristicas, sao utilizadas em tratamento
alogénicos, nos quais células de cdes doadores podem ser utilizadas para o tratamento de
outros cdes. Com o uso dessas células multipotentes, é possivel promover a regeneracgao e
reparo de cartilagem e ossos promovendo maior qualidade de vida para os animais de
companhia (ALVES et al., 2019; SHAN et al., 2018; MARKOSKI, 2016).

A terapia envolve diferentes vias de aplicacdo para transfusdo de células como a
aplicacdo local ou sistémica. As CT podem ser originadas do mesmo animal, sendo autdlogas,
ou alogénicas, pertencendo a um animal diferente, porém da mesma espécie (GADE et al.,
2012). As fontes mais utilizadas para retirada das CTM's sdo tecido adiposo e medula éssea
devido uma maior facilidade de obtencdo (VOGA et al., 2020) porém o tecido adiposo é uma
fonte mais desejavel por apresentar maior abundancia e taxa de expansao rapida em cultura
(HARMAN et al., 2016), podendo ser obtido a partir de cirurgias ou bidpsias (ALVES, 2017).
Também existem outras fontes como sangue do corddo umbilical, placenta, liquido amniético
(MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN, 2013) e polpa dentaria (FREITAS, 2011).

Devido também a intensa inflamacdo presente na osteoartrose, as propriedades
imunomoduladoras oferecidas pelas CTM's despertaram o interesse de pesquisadores, os
guais iniciaram investigacdes para seu uso para o tratamento da dor em pacientes com OA
(MURPHY; MONCIVAIS; CAPLAN, 2013).

O tratamento da osteoartrose tanto em humanos como em animais é voltado para o
manuseio da dor e recuperacdo das articulacdes, por isso, os resultados de estudos clinicos
em caes podem oferecer informacdes importantes para o tratamento de lesdes na cartilagem

de pacientes humanos e veterinarios (SASAKI et al., 2019).



3. METODOLOGIA

3.1.ASPECTOS ETICOS E LEGAIS DA PESQUISA
A realizacdo deste trabalho foi aprovada pela Comiss3o de Etica no uso de animais do

UniCEUB (CEUA/UniCEUB), sob o protocolo N2. 025/2018.

3.2.ISOLAMENTO, CULTIVO E CONGELAMENTO DAS CTM

As CTM foram isoladas e cultivadas a partir de tecido adiposo de um cao doador
saudavel. Para a coleta de tecido, o doador foi anestesiado e foi feita uma incisdo na regido
lombar, aproximadamente 20g de tecido adiposo foi coletado da base da cauda do animal.

O tecido adiposo foi lavado em solugdo salina de fosfato para remocao de residuos
celulares e sanguineos, cortados em pedacos pequenos e, em seguida expostos a
hialuronidase, para assim passarem pela digestdao enzimatica.

Depois disso, as células sofreram um processo de filtracdo a fim de iniciar a selecdo de
CTM. Posteriormente, as células foram colocadas em garrafas de cultura com Meio Essencial
Minimo modificado por Dulbeco (DMEM) e incubadas a 37.5 °C e 5% de didxido de carbono
(CO3). Apbs vinte e quatro horas, o meio foi descartado com as células ndo aderentes e um
novo meio de cultura foi adicionado as garrafas. O meio foi trocado uma vez a cada 3 semanas,
até as células alcangarem 80% de confluéncia.

Em seguida, a tripsinizacao foi realizada para retirar as células das garrafas de cultivo,
realizar a contagem na cdmara de neubauer e embald-las em palhetas (1x10° de células por
palheta) para o congelamento com sulféxido de dimetilo (DMSO) e soro fetal bovino (SFB) em
nitrogénio liquido. Cinco palhetas foram descongeladas e utilizadas para realizar a

caracterizacdo das CTM's.

3.3.CARACTERIZAGCAO DAS CTM

A caracterizacdo das CTM foram realizadas de acordo com os padrdes estabelecidos
pela The International Society for Cellular Therapy. As células foram avaliadas quanto a
expressdao de antigenos de superficie (CD105, CD73 e CD90) e fatores de transcricdo
intranucleares (OCT3.4 e SOX-2), todos avaliados por citometria, de fluxo (Aminis® Imaging
Flow Cytometer). A capacidade das células de se diferenciarem em osteoblastos, adipdcitos e

condrdcitos também foi avaliada, bem como a sua aderéncia ao plastico.



O meio de cultura das células foi triado para patdgenos e contaminantes (bactérias,
fungos, micoplasma) usando reacdao em cadeia da polimerase (Veriti Thermal Cycler e
ThermoFisher Scientific®). Além disso, a viabilidade das células apds o descongelamento foi
avaliada por citdbmetro de fluxo com Dead Cell Apoptosis Kit com Anexina V Alexa Fluor ™ 488
e lodeto de Propidio (PI) (Thermo-Fischer Scientific®) no equipamento Amnis® Imaging Flow

Cytometer.

3.4.PREPARACAO DAS CTM ALOGENAS
O laboratério BioCELL Terapia Celular produziu e conservou as CTM em palhetas
congeladas. As CTM foram descongeladas e lavadas com meio de transporte para uso, de

acordo com o protocolo interno.

3.5.ANIMAIS E METODOS DE APLICACAO DAS CTM'S

A pesquisa foi realizada com dois cdes diagnosticados com osteoartrose, que foram
encaminhados para o laboratério BioCELL para realizacdo do tratamento com terapia de
CTM's. Os dados foram obtidos através da analise documental do banco de dados do
laboratério, contato com os tutores e acompanhamento das aplicacdes.

Para realizacdo das aplicagdes com células tronco mesenquimais o diagndstico foi
confirmado através de exames radiograficos e avaliagdes fisicas e a melhora clinica dos
animais foi avaliada através do contato com os tutores.

Os animais foram submetidos ao tratamento com CTMs por meio de aplica¢do intra-
articular e endovenosa. De acordo com o protocolo interno, em pacientes com osteoartrose
é realizada uma aplicacdo, com 2x10° de células em cada articula¢do afetada e 1x108/kg de
peso via endovenosa diluido em ringer com lactato, porém a quantidade de células e de
aplicacdes pode sofrer variagdao dependendo do estado apresentado pelo animal. Durante as
aplicacdes ndo foi preciso administracdo de sedativos, porém, foram realizado exames de
auscultacdo e afericdao de temperatura foram realizados antes, durante e apds as aplicagdes.
Esse é um procedimento padrdo para garantir a intervencdo imediata caso o animal apresente

alguma reacdo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro animal foi diagnosticado com osteoartrose nos joelhos através de exames
radiograficos, também foi notado uma presenca de crepitacdo e bastante dor durante exame
clinico. Foi realizada apenas uma aplicagdo com células tronco mesenquimais, onde foram
utilizadas 12x10° de células no total, sendo administrado 8x10° de células por via endovenosa
e 2x10° de células via intra-articular em cada joelho. Foi realizado contato com o tutor um dia
apos a aplicacdo, o qual relatou que o animal ndo apresentou nenhum tipo de reacdo adversa
a aplicagdo. Quinze dias apds aplicacdao o animal retornou ao laboratério e durante o exame
fisico o animal se mostrou mais ativo, ndo apresentou sensibilidade nas articula¢des, e houve
uma diminuicdo significativa na crepitacdo. Sessenta dias apds a aplicacdo foi realizado
contato novamente, e foi relatado que o animal ndo apresentava dores nas articulagdes,
apresentando deambulacdo normal.

No segundo paciente diagnosticado com osteoartrose. Foi realizada uma aplicagdo de
células troncos mesenquimais com um total de 14x10° de células, na qual 10x10° de células
foram feitas via intravenosa e 4x10° de células para as articulacdes. Dez dias apds a aplicacdo
foi realizado contato com o responsavel pelo animal e foi informado que o animal apresentou
melhora clinica, havia ganhando peso e também estava realizando fisioterapia.

Os resultados apresentados se assemelham aos encontrados por Mohoric e
colaboradores (2016), na qual a administracdo de células tronco mesenquimais nas
articulagdes dos joelhos mostrou uma diminuicdo no desconforto e na claudica¢dao dos
animais, consequentemente, melhorando na qualidade de vida desse animal. Outro estudo
mais recente (SHAN et al, 2018) revelou uma melhora nos sintomas da osteoartrose como a
reducdo da dor, melhora na mobilidade e aumento da atividade fisica, influenciando
positivamente na qualidade de vida dos animais.

De acordo com Deanne e colaboradores (2014) as células tronco podem ser
consideradas uma possivel alternativa em terapias celulares voltadas para o reparo da
cartilagem devido suas propriedades anti-inflamatérias e condrogénicas, melhorando na dor
do animal.

Diversas pesquisas demonstraram que uma Unica aplicacdo intra-articular de células
tronco mesenquimais reduziram a degradacdo da cartilagem e inflamacgdo da articulagdo em

cdes. As CTM mostram possuir habilidades imuno regulatérias capazes de suprimir células



imunes que apresentam importante participacdo na progressao da OA. Através de processos
pardcrinos e autdcrinos as MSC inibem a ativacdo de macrdéfagos inflamatdrios M1,
promovendo sua conversdao para macrofagos de fendtipo M2 de perfil anti-inflamatério.
Também sdo capazes de suprimir a ativagao das células inflamatérias Th1l CD4 + e promover
a producdo de linfécitos T regulatdrios, permitindo a atenuacdo da inflamacgdo articular

(HARRELL et al., 2018).



5. CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se que apds a aplicagao de CTM, os pacientes obtiveram uma melhora clinica
significativa, evidenciando que esse tipo de terapia complementar pode ser uma alternativa
para o tratamento de animais com osteoartrose. Porém estudos randomizados, controlados

e multicéntricos ainda sdo necessarios para desenvolver protocolos mais robustos.
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