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ANALISE DO EMPREGO INTRA-ARTICULAR DE SECRETOMAS DE CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS ALOGENAS EM CAES SUBMETIDOS A
OSTEOTOMIA DE NIVELAMENTO DO PLATO TIBIAL

RESUMO - A osteoartrite canina presente apds a osteotomia de nivelamento
do plato tibial (TPLO) em pacientes com insuficiéncia do ligamento cruzado cranial
(ILCC) é progressiva e alvo de tratamentos adjuvantes. Portanto, o presente estudo
objetivou a avaliacdo da recuperacao em curto prazo e progressao da osteoartrite pos-
operatoria em pacientes submetidos a TPLO e tratados com secretoma de células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTMTA) al6genas pela via intra-
articular. Foram incluidos 20 animais oriundos de rotina clinica, divididos em dois
grupos (n = 10 cada): controle (GC), o qual recebeu placebo, e tratamento (GT), o qual
recebeu injecdo intra-articular contendo 200-250ug de proteinas e produtos de
secrecdo de CTMTAs, ao final do procedimento cirdrgico. Ambos os grupos foram
avaliados quanto ao grau de claudicacdo, dor articular, acelerometria, escala de
osteoartrite radiogréfica e ultrassonografia articular para efusédo e caracteristicas da
cartilagem articular por até 150 dias ap0s a cirurgia. Como resultado, 19 pacientes
seguiram com todas as analises propostas. GT apresentou superioridade em relacao
a GC (p < 0,05) na reducéo da claudicacéo e da dor articular a partir de 15 dias pos-
cirirgicos, embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica quando
considerado os parametros de acelerometria (p > 0,05). Para GC, houve progressao
da osteoartrite radiogréfica, enquanto GT foi capaz de reduzi-la em relagdo ao pré-
cirdrgico (p < 0,05) a partir de 15 dias pos-operatorios, havendo diferenca significativa
entre 0s grupos nesse quesito (p < 0,05). GT também apresentou resultados mais
favoraveis em relacdo a GC (p < 0,05) nos parametros de efusdo e cartilagem a
ultrassonografia articular, principalmente ap6s 30 dias de cirurgia. Aos 30 dias apés a
cirurgia, verificou-se consolidacéo radiogréafica superior em GT em relacdo a GC (p <
0,05). Conclui-se que o secretoma de CTMTA é capaz de reduzir a inflamacdo articular
e acelerar a recuperacao clinica de pacientes submetidos a TPLO.

Palavras-chave: Acelerometria, cirurgia veterinaria, ligamento cruzado cranial,
osteoartrite, tratamento complementar



ANALYSIS OF INTRA-ARTICULAR USE OF ALLOGENIC MESENCHYMAL STEM
CELL SECRETOMES IN DOGS UNDERGOING TIBIAL PLATEAU LEVELING
OSTEOTOMY

ABSTRACT - Canine osteoarthritis observed after tibial plateau leveling
osteotomy (TPLO) in patients with cranial cruciate ligament insufficiency (CCLI) is
progressive and a target for adjuvant treatments. Therefore, the present study aimed
to evaluate the early clinical recovery and progression of postoperative osteoarthritis
in patients undergoing TPLO and treated with intra-articular allogeneic secretome
derived from adipose tissue mesenchymal stem cells (AT-MSCs). A total of 20 dogs
from routine clinical cases were included, divided into two groups (n = 10 each): the
control group (GC), which received a placebo, and the treatment group (GT), which
received an intra-articular injection containing 200-250 pg of proteins and secretion
products from AT-MSCs at the end of the surgical procedure. Both groups were
evaluated for lameness, joint pain, accelerometry, radiographic osteoarthritis scale,
and articular ultrasonography parameters, including effusion and cartilage
characteristics, for up to 120-150 days post-surgery. As a result, 19 completed all
proposed analyses. GT showed superiority over GC (p < 0.05) in reducing lameness
and joint pain from 15 days postoperatively, although no differences were observed in
accelerometry parameters (p > 0.05). In GC, radiographic osteoarthritis progressed,
while GT demonstrated a reduction compared to preoperative levels (p < 0.05) as early
as 15 days post-surgery, with a significant difference between groups (p < 0.05). GT
also showed more favorable results compared to GC (p < 0.05) in ultrasonographic
parameters of effusion and cartilage, particularly after 30 days post-surgery.
Additionally, at 30 days post-surgery, radiographic consolidation was significantly
superior in GT compared to GC (p < 0.05). It is concluded that AT-MSC secretome is
capable of reducing joint inflammation and accelerating clinical recovery in patients
undergoing TPLO.

Keywords: Accelerometry, veterinary surgery, cranial cruciate ligament, osteoarthritis,
complementary treatment
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia do ligamento cruzado cranial (ILCC) em cées merece destaque
gquanto a sua casuistica, sendo uma das principais condi¢cdes causadoras de
osteoartrose no joelho (Malek et al., 2020; Spinella, Arcamone e Valentini, 2021;
Villatoro et al., 2023). Mesmo que seja uma afec¢cdo de comum, pode culminar com
sequelas graves referentes a lesdo articular degenerativa cronica (Glyn-Jones et al.,
2015; Kuyinu et al., 2016), bem como levar a claudicacéo ou alteracdes de apoio em
pacientes acometidos (Ballagas et al., 2016). Tendo em vista o desbalanco mecanico
causada no ambiente articular, € recomendado o tratamento cirdrgico para a grande
maioria dos pacientes.

A osteotomia de nivelamento do plat6 tibial (TPLO) é a técnica mais utilizada
para tratamento da ILCC em todo o mundo, e objetiva promover estabilizacao
dindmica da articulagédo por meio do nivelamento do platd tibial (Slocum e Slocum,
1993). A despeito de ser descrita ha décadas, da ampla disseminacdo e de
representar uma das técnicas mais estudadas atualmente, ndo pode ser considerada
ideal ou perfeita. Alguns pacientes ainda apresentam resultados subotimos,
principalmente considerando-se a recuperacdo clinica limitada em curto e médio
prazos, podendo estender-se a mais de 30 semanas para retorno integral a funcao do
membro acometido (Heidorn et al., 2018), bem como no quesito de progresséo da
osteoartrite (Shimada et al.,, 2020a) como consequéncia da instabilidade articular
residual pos-cirargica, com progressao da inflamacéo ao longo do tempo (Tinga et al.,
2020). Nesse cenario, potenciais adjuvantes para mitigar os efeitos inflamatorios séo
desejaveis.

Portanto, o uso de vesiculas extracelulares e demais produtos celulares
derivados de células-tronco mesenquimais originarias de tecido adiposo (CTMTA)
caninas, também denominado secretoma, pode figurar como um potencial agente
adjuvante, tendo em vista os comprovados efeitos prévios anti-inflamatério e
antioxidante (Gowen et al., 2020; Tieu et al., 2020). Embora estudos anteriores
tenham elencado resultados positivos do secretoma em pacientes veterinarios

(Shafieian et al., 2017), pesquisas direcionadas a modelos clinicos de osteoartrite em



cées sdo escassas. Considerando a necessidade de buscar melhores resultados pos-
operatorios em pacientes submetidos a TPLO, bem como os efeitos anti-inflamatorios
articulares previamente comprovados das vesiculas extracelulares, a andlise dos
parametros clinicos e imagenoldgicos representam um passo inicial de avaliar o
potencial desejado dos secretomas empregados de forma intra-articular, no intuito de
reduzir a inflamacdo, antecipar o retorno a funcdo e acelerar o processo de
regeneracao articular na cicatrizagdo cirargica, os quais foram os objetivos deste
estudo. Como hipétese, acredita-se que o uso intra-articular do secretoma seja capaz
de promover recuperacdo clinica precoce dos pacientes no curto prazo em

decorréncia da reducéo da inflamacéo articular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Insuficiéncia do ligamento cruzado cranial canina

O ligamento cruzado cranial possui grande importancia biomecanica na
estabilidade da articulagdo femorotibiopatelar, evitando o deslocamento cranial da
tibia em relacdo aos condilos femorais, a hiperextensdo articular e o excessivo
movimento de rotacdo interna da tibia em relagdo ao fémur (Spinella, Arcamone e
Valentini, 2021). A insuficiéncia deste componente pode ser causada por ruptura
parcial ou total do componente ligamentar. Ainda, sinais clinicos de dor e claudicacéo
poderédo ser observados (Spinella, Arcamone e Valentini, 2021), os quais podem ser
exacerbados em casos de lesGes meniscais associadas a injuria ligamentar, em
decorréncia da progressao da inflamacgéo articular e retardo do retorno a funcéo
(Franklin, Gilley e Palmer, 2010). A lesdo completa do ligamento representa ainda
maiores chances de injaria meniscal e danos articulares agudos graves (Laube e
Kerstetter, 2020). Esse acometimento promove progressao acelerada da osteoartrite
de forma clinicamente relevante, por meio da elevacdo dos biomarcadores de
inflamacé&o articular (Lindhorst et al., 2000).

A osteoartrite agrava os efeitos da inflamacéo articular, com efusdo e
migracao de células inflamatorias, além de liberacdo de mais mediadores que geram
dor e culminam com eventos em cascata que seguem para a cronicidade. Com a
evolucdo do quadro, ha formacéao de ostedfitos, remodelacao articular e degeneracao
de cartilagem e o0sso subcondral. Subsequente a inflamacdo, haverd aumento da
vascularizacdo de o0sso subcondral, por meio do qual chegardo as células
inflamatoérias e aumentara a reabsorcao articular pela acao de osteoclastos. A acéo
das células inflamatérias culminara com a liberacdo de citocinas, interleucinas e
demais mediadores inflamatorios, como MMP, TNF-a e IFN-y por exemplo. A agao
conjunta do mecanismo gera acao de ativacdo osteoblastica, hipertrofia e apoptose
de condrocitos e deposicdo de fibras colagenas, culminando com alteracbes
macroscopicas de erosao articular, esclerose 6Ossea e fibrose periarticular
(Bockstahler et al., 2009; Glyn-Jones et al., 2015; Kuyinu et al., 2016).



Dentre os marcadores séricos de lesdo articular, a metaloproteinase (MMP)
representa grande importancia, visto ser responsavel pela degradacédo do colageno
tipo Il presente na cartilagem articular (Settle et al., 2010). Da mesma maneira, as
diferentes interleucinas sao eficazes na mensuracao da inflamacéo femorotibiopatelar
em casos de injuria de ligamento cruzado cranial (Malek et al., 2020), bem como a
mensuracao de proteina C reativa e amiloide A séricas € importante na evidenciacao
de inflamacdo articular pds-operatéria, principalmente aquelas causadas pela
infeccdo articular apés a TPLO (Lofgvist, Kjelgaard-Hansen e Nielsen, 2018).

2.2. Osteotomia de nivelamento do plato tibial (TPLO)

Em decorréncia da limitacdo das demais técnicas desenvolvidas para a
correcédo cirdrgica da ILCC, Slocum e Slocum (1993) determinaram que a inclinacao
do plat6 tibial era crucial na instabilidade articular apés a lesédo ligamentar e uma
manipulacdo cirdrgica na regido articular da tibia poderia promover uma estabilidade
articular. Dessa forma, evidenciou-se que a angulacdo do platé tibial (tibial plateau
angle — TPA) é diretamente proporcional ao deslocamento cranial da tibia em relacao
ao fémur em casos de leséo ligamentar. Portanto, com o uso da TPLO, objetiva-se
reduzir o TPA a fim de promover a estabilizacdo dinamica articular e reduzir a
instabilidade, onde o novo angulo deve ser mantido préximo a 5° (Slocum e Slocum,
1993; Nanda e Hans, 2019). Essa alteracdo é obtida por meio da osteotomia
semicircular feita na tibia proximal, com centro de rotacdo na articulacdo
femorotibiopatelar (Slocum; Slocum, 1993).

Essa técnica representa maior seguranca a cartilagem articular, visto resultar
em menor chances de dano pos-operatério (Jeong et al., 2021), além de promover o
retorno da cinética articular a parametros semelhantes aos fisiolégicos, bem como
reduz a sobrecarga exercida sobre os meniscos (Schmutterer et al., 2022). A técnica
possui chances baixas de complicagcbes e mostra-se como uma das mais seguras
para correcéo de lesdo do ligamento cruzado cranial (Barnes et al., 2016). Ainda,
permite que seja feita de forma concomitante a corre¢do da lesdo meniscal, o que é
capaz de promover a aceleracdo da recuperagdo do paciente acometido por ILCC
(Ritzo et al., 2014).



A recuperacdo pos-operatéria de pacientes submetidos a TPLO é alvo de
estudos e de grande interesse na medicina veterinaria. Embora seja o método mais
utilizado atualmente para correcéo da ILCC, possui limitagdes, como o tempo medio
de recuperacdo completa de cdes, que pode chegar a sete meses e meio, enquanto
o retorno a funcéo atlética, cerca de nove meses, podendo chegar até a um ano
(Heidorn et al., 2018). Em decorréncia da inflamacéo articular inicial pés-operatoria, a
forca do membro afetado é significantemente reduzida nas primeiras oito semanas
pés-operatorias (Ballagas et al., 2004). Quanto a sustentacdo de peso no membro
acometido, este retorna ao apoio fisiologico em média apdés seis meses, em
decorréncia da inflamacao articular. Ainda, a progressdo da osteoartrite € mais
acentuada em pacientes com ruptura completa do ligamento em relacdo aos com
ruptura parcial (Shimada et al., 2020a). A taxa de evolugdo da osteoartrite nos
primeiros 24 meses nao diferiu de periodos maiores que esse, demonstrando que a
taxa de evolucdo da degeneracao articular ndo apresenta a mesma evolucdo apos
esse periodo, e que se desenvolve principalmente nos primeiros meses subsequentes
a cirurgia (DeLuke et al., 2012). Mesmo que a melhora clinica do paciente seja notada,
a progressao da osteoartrite pode ocorrer radiograficamente da mesma forma (Martini
et al., 2017).

Além da inflamacéo articular asséptica, a preocupac¢édo em torno da técnica de
TPLO se da em decorréncia da chance de infeccéo do sitio cirdrgico, representando
grave risco a cicatrizacdo e recuperacdo do paciente (Lofqvist, Kjelgaard-Hansen e
Nielsen, 2018). E, também, em relacdo a dindmica articular apds o procedimento,
podera haver exacerbacdo da rotacdo interna e externa da tibia, gerando sobrecarga
nos ligamentos colaterais e aumentando as chances de progresséo da osteoartrite
(Shimada et al., 2020b), visto que a instabilidade articular é reduzida, porém nado ao
nivel fisiolégico, sendo esse um dos métodos de progressao da artropatia inflamatoria
(Tinga et al., 2020).

2.3. Vesiculas extracelulares de células-tronco mesenquimais

Quando se trata de lesdes cartilaginosas, a auséncia de vascularizacdo

representa um importante atraso da sua cicatrizacdo. Portanto, promotores de sua



cicatrizacdo e, potencialmente, regeneracdo, sdo importantes. Nesse ambito, as
terapias alternativas para acelerar o processo de cicatrizacdo se fazem necessarias e
as CTMTA e suas vesiculas extracelulares figuram entre as técnicas de elevado
potencial para aplicacéo terapéutica (Velot et al., 2021).

Diversos resultados indicaram que o efeito desejado das células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo se referia a acdo da secrecdo de vesiculas
extracelulares, na forma de exossomos e microvesiculas, as quais carreiam inameros
sinalizadores e componentes genéticos, como RNA mensageiro (MRNA), micro-RNA
(miRNA), proteinas e alguns lipidios. O efeito em conjunto dessas substancias é capaz
de promover angiogénese, apoptose, reducao da inflamacéo e proliferacdo celular,
por meio da expresséo de fatores de crescimento e proteinas relacionadas a cada
acdo desejada (Gowen et al., 2020; Tieu et al., 2020). As vesiculas extracelulares
também sao elegiveis como métodos de tratamento. Atuam potencializando o efeito
gerado pelas CTMTAs, tornando-o mais direto e reduzindo os possiveis efeitos
colaterais existentes (Diomaiuto et al., 2021). O uso das microvesiculas na ortopedia
veterindria é recente e ainda pouco explorado. Porém, em estudos iniciais, vem
mostrando resultados promissores e eficazes, sendo poucos avancos relatados até o
momento frente ao crescimento recente desse método terapéutico (Shafieian et al.,
2017; Carrera et al., 2023).

Os secretomas podem ser administradas em cées de forma intra-articular apos
manipulacdo farmacéutica. Esse composto € administrado na articulagéo,
demonstrando eficacia, seguranca e auséncia de efeitos colaterais (Mocchi et al.,
2021). O uso dos secretomas de CTMTA mostra-se como uma eficaz e potencial
terapia para casos de osteoartrite. Seus efeitos podem estar relacionados com a
estimulacdo da multiplicacdo de condrdcitos e estimulo de diferenciacéo das células-
tronco articulares (Song et al., 2021). Seu uso apresenta resultados positivos na
melhora dos sinais clinicos de pacientes acometidos por inflamacgdes cronicas das
articulacdes, reduzindo os niveis de dor clinica a quase metade em comparacao ao
grupo controle (Harman et al., 2016). Da mesma forma, as vesiculas extracelulares
mostraram-se eficientes na reducéo da inflamacéo articular em pacientes induzidos
clinicamente a osteoartrite, principalmente quando utilizado de forma intra-articular

(Bousnaki et al., 2020), método esse que demonstrou efeito de inducdo da



regeneracao de condrécitos, reducao da apoptose via proteinas FOX de classe O
(FOXO) e estimulacédo da acdo de macrofagos M2 na regulacdo da inflamacéo via
aumento de IL-10 (Li et al., 2022).

A reducdo da inflamacdo articular se da por meio dos mecanismos de
diminuicdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias, reducdo da expressédo de
MMP, inibicdo da ativacdo de macrofagos e da liberacéo de 6xido nitrico intra-articular,
reduzindo assim o estresse oxidativo da articulacdo (Song et al., 2021). Seus efeitos
ainda incluem: estimulo a proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras
tendineas (TSPC), reducdo de marcadores catabdlicos e inflamatoérios, aumento da
proliferacéo de condrécitos por meio da estimulacdo genética de GIT1 e aumento de
marcadores condrogénicos nas células precursoras de condrécitos (Cosenza et al.,
2017; Chen et al., 2018; Liu et al., 2018; Yu et al., 2020). A aplicacédo das CTMTAs
propriamente ditas de forma Unica intra-articular mostrou-se eficaz na reducdo da
inflamacdo aguda em comparacdo aos anti-inflamatérios nao-esteroides,

representando uma modalidade terapéutica segura em caes (Taroni et al., 2017).



3. MATERIAIS E METODO

3.1. Desenvolvimento e delineamento experimental

O presente estudo foi desenvolvido no Hospital Veterinario (HV) "Governador
Laudo Natel", vinculado a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) “Julio de Mesquita Filho”. Foram utilizados
cées provenientes da rotina clinica do HV, atendidos sob demanda de seus tutores e
diagnosticados com insuficiéncia do ligamento cruzado cranial esquerdo ou direito, 0s
quais foram submetidos a cirurgia de osteotomia de nivelamento do platd tibial
(TPLO). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
internacionais de bem-estar animal, com autorizac¢éo prévia da Comisséo de Etica do
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
sob protocolo n® 9138/22 e de seus tutores, por meio da assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido.

Os pacientes de ambos os grupos experimentais formados foram agrupados
em planilhas. Os dados mencionados como parametros clinicos, ultrassonogréficos e
radiograficos de avaliacao pré e pds-operatéria foram quantificados e compilados na
planilha referente a cada paciente. Os dados qualitativos foram tratados de forma
discursiva a fim de compara-los com a literatura disponivel e os resultados esperados.
A correlacdo de Spearman foi adotada para comparar varidveis dos pacientes
incluidos no estudo. Os dados quantitativos e as variaveis dependentes foram tratados
com moda, média e mediana, estabelecendo desvio padrdo de cada parametro. Os
dados de escala foram analisados de acordo com medianas e percentis 25 e 75%. Foi
realizado o teste de Mann-Whitney para comparacdo das escalas em ambos 0s
grupos, separadamente nos diferentes momentos. Para comparacao dos momentos
foi realizado o Teste de Friedman Repeated Measures e, quando significativo, foi
realizado o Teste de Tukey para comparacao das medianas. Para avaliacdo do tempo
de consolidagéo entre os grupos foi realizado o Teste t de Student.

As analises de acelerometria foram performadas nos diferentes momentos

dentro de cada grupo separadamente pela analise de medidas repetidas no tempo



(One Way Repeated Measures) e quando significativa, foi realizado o Teste de Tukey
para comparacdo das meédias. Também dentro de cada grupo separadamente foi
comparado o tempo meédio no nivel de atividade em cada momento pela andlise de
variancia (ANOVA) e quando houve diferenca estatistica significativa foi realizado o
Teste de Tukey para comparacdo das médias. Em todas as analises descritas,

adotou-se intervalo de confianca de 95% (p < 0,05).

3.2. Modelo animal

Um total de 20 caes foram incluidos no estudo, os quais foram atendidos na
rotina clinica do HV, diagnosticados com insuficiéncia do ligamento cruzado cranial
em membro pélvico esquerdo ou direito por meio de teste de gaveta articular, e
encaminhados para tratamento cirdrgico por meio da TPLO. Nao houve predilecédo
racial. Os pacientes selecionados apresentaram entre um e sete anos de idade, sem
alteracdes clinicas ou hematoldgicas relacionadas a disturbios sistémicos graves e
sem doenca articular degenerativa (DAD) nas demais articulagbes dos membros
pélvicos, padronizados em pesos de 10 a 45 kg. Tais pacientes foram submetidos,
previamente ao procedimento cirargico, a hemograma completo e andlise bioquimica
para dosagem sérica de ureia, creatinina, fosfatase alcalina, alanina-
aminotransferase, albumina e proteinas totais. Os critérios de exclusao foram:
disturbios enddcrinos crénicos, fraturas prévias em membros pélvicos, DAD nas
demais articulagcbes de membros pélvicos, presenca de lesGes graves em tecidos

moles e amputacdes prévias de membros.

3.3. Procedimento cirdargico e pos-operatorio

Os pacientes foram avaliados radiograficamente previamente a cirurgia, de
forma a estabelecer a avaliacdo do angulo de plat6 tibial (TPA), onde optou-se por
incluir os pacientes que possuiam angulo igual ou superior a 15°. O planejamento
cirdrgico foi feito utilizando o software vPOP Pro (VETSOS Education Limited). Apos
a mensuracdo do TPA, escolheu-se a lamina semicircular de corte, variando dos

diametros de 10 a 30mm de acordo com o porte do paciente e mensuragao 0ssea,
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bem como a determinacdo da rotacdo do fragmento tibial, o qual foi calculado em
milimetros de forma a manter o TPA proximo a 5°. A mensuracéo e planejamento dos
implantes a serem utilizados foi feita através do mesmo software, onde o diametro dos
sistemas das placas e parafusos bloqueados foi ajustado ao porte dos animais a
tratados.

O procedimento iniciou-se com a tricotomia do membro pélvico acometido.
Entdo, seguia-se para acesso venoso via veia cefalica e instituicdo do protocolo
anestésico. Assim, continuava-se para 0 posicionamento cirdrgico do paciente, no
decubito dorsal com o membro afetado estendido caudalmente, a fim de permitir o
acesso medial a articulacdo femorotibiopatelar. A técnica de TPLO foi realizada de
acordo com o proposto por Slocum e Slocum (1993). Ao fim da técnica, seguia-se para
artrotomia medial por meio de incisdo parapatelar a fim de verificar a presenca ou
auséncia de lesdo em meniscos, bem como evidenciar macroscopicamente o nivel de
DAD. Quando identificada lesdo de menisco, esta foi classificada e, entdo, se
necessario, era feita a meniscectomia parcial ou total. Os implantes utilizados para a
fixacdo do fragmento foram confeccionados em aco cirargico ou titanio. No pés-
cirdrgico, os pacientes receberam tratamento analgésico (metadona 0,2mg/kg IM em
dose Unica e cloridrato de tramadol 4mg/kg a cada 8 horas) e anti-inflamatorio ndo
esteroide (carprofeno 2,2mg/kg a cada 12 horas) durante sete dias, além de antibiético
(amoxicilina com clavulanato de potassio 22mg/kg a cada 12 horas) durante 10 dias e
gabapentina (10mg/kg a cada 12 horas) durante 60 dias. As avaliagdes nas primeiras
48 horas de pos-cirargico foram feitas por meio de gravacédo de video do paciente,
feito pelos tutores, em sua casa, com duracdo minima de 20 segundos, durante

caminhada. As demais avaliagcfes foram feitas por meio de retornos presenciais.

3.4. Tratamento intra-articular

Foram formados dois grupos experimentais, com 10 animais cada. O primeiro
grupo, dito grupo tratamento (GT), recebeu injecao intra-articular com solucéo estéril
contendo secretoma com proteinas extracelulares de células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo alégenas caninas. O segundo grupo, dito controle (GC), recebeu

injecao intra-articular de solugéo fisiologica estéril. O fornecimento do produto foi feito
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somente no transoperatoério, apos a conclusao da artrotomia (Figura 1). O GC contou
com amostras liquidas contendo de 200 a 250ug de proteinas produzidas por células-
tronco mesenquimais de tecido adiposo alégenas, diluido em solucéo de ringer com
lactato, formando 0,7mL. O grupo controle recebeu placebo, contendo o volume de

0,7mL de solucéo de ringer com lactato puro.

Figura 1. Imagem transcirargica de paciente submetido a osteotomia de nivelamento
do platd tibial e tratados ou ndo com secretoma de células-tronco
mesenquimais aldgenas. ApOGs a execucdo da técnica de osteotomia de
nivelamento do platé tibial e conclusdo da artrotomia, fazia-se a
administracdo intra-articular do composto referente a cada grupo
experimental com auxilio de seringa de 3mL e agulha hipodérmica
25x0,8mm.

Fonte: O autor (2024)

3.5. Obtencdo das vesiculas extracelulares de células-tronco

mesenquimais caninas

As CTMTAs caninas foram provenientes da empresa BioCell Ltda., a qual
dispde de estoque comercial destas conservadas em nitrogénio liquido. Tais células,

em seu processo produtivo, foram isoladas de tecido adiposo de céaes saudaveis. O
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método de obtencdo das células deu-se através da lavagem da amostra tecidual
quatro vezes com solucéo tampao fosfato salino DMPBS e fragmentacédo da amostra,
a qual foi submetida a digestéo enzimética em solucéo de colagenase e hialuronidase
durante 30 minutos a 38,5°C. Na sequéncia, as células estromais obtidas foram
acondicionadas em garrafas de cultivo com meio TCM 199, a 38,5°C e atmosfera
controlada a 5% de CO2 durante 7 dias. Logo ap0s, as células foram dividias em maior
namero de garrafas e cultivadas até atingirem a confluéncia de 90%. Nesse momento,
passaram pelo processo de congelamento e posterior cultivo celular em meio
especifico, além de terem duas amostras destinadas para garantia de qualidade,
sendo uma para caracterizacdo molecular através de marcadores para células-tronco
mesenquimais, e a outra encaminhada a diferenciacdo celular em osteoblastos,
condrdcitos e adipdcitos para fins de caracterizacdo, de acordo com as normas da
Sociedade Internacional de Terapia Celular. O cultivo celular também foi realizado na
referida empresa, procedendo-se o descongelamento em banho maria a 37°C e
colocacdo das mesmas em meio de cultura contendo 12mL de meio DMEM, sem
vermelho de fenol e sem soro fetal bovino, em garrafas de 75cm3, contendo cerca de
300 mil células, onde foi realizada a troca do meio de cultura a cada 48 horas.
Posteriormente, o composto contendo meio de cultivo + CTMTA foi dividido em
tubos cénicos de 50mL para centrifugacdo a 2000g durante 15 minutos para remocao
de debris celulares. Sequencialmente, uma nova centrifugacéo é feita a 17000g por
40 min, a fim de remover corpos apoptoticos. O sobrenadante foi recuperado e filtrado
com filtro de seringa 0,22um para remogao de particulas maiores. Entao, coletou-se
15mL do resultado obtido e colocou-se em dispositivo de ultrafiltracdo 100 kDA, onde
foram novamente centrifugadas a 4000g durante 15 minutos, gerando assim um meio
concentrado de secretoma. Esse contetdo foi aspirado com micropipeta p200 e
transferido para um microtubo de 1,5mL, totalizando cerca de 250uL do composto
concentrado. Ato continuo, as amostras seguiram para a quantificagéo proteica pelo
método de Bradford (1976), sendo coletadas amostras de 10uL de cada lote
manipulado e acondicionadas em tubos de 200uL. Os resultados foram fornecidos em
planilha do Excel para célculo da curva padréo e elaborag¢éo da concentracdo proteica
em pg/mL do concentrado formado, permitindo a confecgdo da amostra contendo 200-

250ug em 0,7mL de solugdo de ringer com lactato. As aliquotas individuais foram
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armazenadas e divididas em trés palhetas de 0,25mL de volume, conservadas em
nitrogénio liquido apos a curva de congelamento. Para uso intra-articular, as trés

unidades de palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 20 segundos.

3.6. Modelos de avaliacao clinica e imagenologica

Os animais foram submetidos, pré e pds-cirdrgico, a avaliacdo de marcha,
suporte de carga no membro, presenca de sinal de lesdo de meniscos na extenséo e
flex&o articular e dor na palpacéo de articulagdo femorotibiopatelar. Também foi feita
avaliacdo radiografica a fim de avaliar intensidade da lesdo articular, e
ultrassonografia articular, a fim de avaliar a ocorréncia de lesdo em meniscos medial
e lateral. Ademais, adicionou-se a avaliacdo objetiva da atividade dos pacientes
utilizando-se da acelerometria em um periodo de 24 horas durante todo o
acompanhamento pré e pés-cirdrgico. As avaliagdes pos-cirargicas serdo feitas nos
momentos pés-operatérios: (1) 24 horas; (2) 48 horas; (3) de 10 a 20 dias; (4) 30 a 40
dias; (5) 60 a 70 dias; (6) 90 a 100 dias; e (7) 120 a 150 dias.

A funcdo do membro foi interpretada em todos os momentos do pré e poés-
cirdrgico por um unico avaliador de acordo com a escala de claudicacdo de cinco
pontos, estabelecida e validada por Cook et al. (1999), atribuindo a nota de 0 a 4 de
acordo com o apoio do membro acometido, sendo: 0 para auséncia de claudicacao
clinica visual; 1 para claudicacdo leve durante a sustentacdo do peso; 2 para
claudicacdo moderada durante a sustentacdo do peso; 3 para claudicacdo severa
durante o apoio de peso; 4 para membro com impoténcia funcional total, sem apoio.

Ja a funcdo objetiva do membro foi avaliada por meio de acelerbmetro
ActiGraph® wGT3X-BT, o qual foi fixado a regido ventral do pescoco dos animais
acometidos utilizando-se uma coleira, mantendo-o estavel (Figura 2). Os dados foram
coletados durante 24 horas pelo dispositivo, o qual utiliza-se da contabilizacdo de
vetores, que foram descarregados em um computador e analisados através do ActilLife
6 software (ActiGraph®) (Figura 3), onde, por meio de contagem de vetores em trés
diferentes dire¢des, forneceu andlises referentes ao nivel de atividade dos animais

com base nos vetores resultantes dentro do periodo de andlise. O nivel de atividade
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foi considerado como sedentario, moderado e vigoroso (Schuster et al., 2023). Essas

avaliacoes foram feitas em todos os momentos do periodo pré e pos-operatorio.

Figura 2. Avaliacdo clinica por acelerometria de pacientes submetidos a osteotomia
de nivelamento do platd tibial e tratados ou ndo com secretoma de células-
tronco mesenquimais alégenas. A: Acelerdbmetro ActiGraph® wGT3X-BT. B:
Paciente portando o acelerdmetro fixado ao pescoco (seta amarela).
Fonte: (A) Site oficial ActiGraph® (2024) e (B) O autor (2024).
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Figura 3. Software de avaliacdo clinica por acelerometria ActiLife 6 software
(ActiGraph®), utilizado para andlise de pacientes submetidos a osteotomia
de nivelamento do platd tibial e tratados ou ndo com secretoma de células-
tronco mesenquimais aldégenas. Na coluna a direita, observa-se a contagem
de vetores resultantes necessarios como ponto de corte para a classificacao
da atividade em leve, moderada ou vigorosa.

Fonte: O autor (2024)

O exame ortopédico foi realizado em conformidade com o proposto e validado
por Jeong et al. (2020), no periodo pré-operatdrio e nos momentos (3) a (7) do pos-
cirdrgico. Caracterizou-se a presenca ou auséncia de cliqgue meniscal palpavel e
audivel, e graduou-se a dor articular durante a extenséo e flexdo do membro, bem
como com a pressdo digital nas superficies lateral e medial da articulacédo
femorotibiopatelar, recebendo cinco pontos, sendo: 0 auséncia de sensibilidade
dolorosa; 1 para sensibilidade dolorosa leve, com tragdo do membro contra ao
estimulo feito; 2 para sensibilidade dolorosa moderada, com tracdo do membro e
vocalizagcédo; 3 para sensibilidade dolorosa severa, com tracdo do membro,
vocalizacdo e tentativa de mordedura; 4 para dor severa sem permissao de toque a
articulacao.

A avaliacao radiografica foi feita nos momentos pré-operatério e (3) a (7) do
pés-cirargico por um avaliador da area de diagndstico por imagem, para classificacdo
da osteoartrite em escala de seis pontos proposta e validada por Moore, Weeren e
Paek (2019) para a articulacédo do joelho, sendo: 0 para auséncia de efuséo articular
ou osteofitose; 1 para osteoartrite aguda inicial, com efusao articular sem presenca de
ostedfitos; 2 para doenca articular leve, com osteofitose patelar e nas bordas do sulco
patelar da troclea femoral; 3 para doenca articular moderada, com pequenos
ostedfitos em patela, bordas do sulco patelar, nos céndilos femorais, fabela, margens
articulares do platé tibial e cabeca da fibula; 4 para doenca articular moderada a
severa, com ostedfitos médios a grandes na patela, margens do sulco patelar,
condilos femorais, fabela, margens articulares do platé tibial e cabeca da fibula, além
de moderada esclerose subcondral; 5 para doenca articular severa, com osteofitos
grandes na patela, margens do sulco patelar, condilos femorais, fabela, margens
articulares do plato tibial e cabeca da fibula, no interior da incisura intercondilar, além
de moderada calcificacdo e esclerose subcondral. Ademais, estabeleceu-se o tempo

necessario a completa ossificacdo e graduou-se a consolidacdo 6ssea aos 30 dias
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poOs-operatorios de acordo com escala de 10 e 5 pontos previamente estabelecidas
(Kieves et al., 2015).

A avaliacdo ultrassonogréfica da articulacdo femorotibiopatelar foi realizada
nos momentos pré-operatorio e (3) a (7) do pas-cirdrgico por profissional da area de
diagndéstico por imagem com experiéncia na execucao do referido exame, de acordo
com o proposto e validado por Mahn et al. (2005) e Arnault et al. (2009), com avaliacao
dos aspectos cranial, médio e caudal da articulagdo femorotibiopatelar e dos meniscos
medial e lateral, utilizando os ligamentos colaterais e patelar como pontos de
referéncia para definicdo das por¢cdes nomeadas. As avaliacbes pré-cirargicas foram
desenvolvidas quanto a presenca ou auséncia de lesdo detectavel nas trés regibes
meniscais denominadas, bem como com a visibilizacdo da ruptura do ligamento
cruzado cranial. Ainda, em todos os momentos de andlise, avaliou-se a presenca ou
auséncia de efuséo articular no recesso entre céndilo femoral e regido infrapatelar nos
aspectos medial e lateral da articulacdo (Figura 4), bem como a caracteristica da

cartilagem articular em normal, afilada ou espessada, avaliada nas regides de contato

do condilo femoral com o menisco medial (Figura 5) (Ramirez-Flores et al., 2017).

Figura 4. Avaliacdo ultrassonografica de efusdo articular (seta) em joelho de
pacientes submetidos a osteotomia de nivelamento do platoé tibial e tratados
ou ndo com secretoma de células-tronco mesenquimais alégenas. Vista
longitudinal no acesso créanio-medial de condilo medial femoral, regido
infrapatelar e superficie articular tibial. A: Efuséo leve. B: Efusdo moderada.
C: Efuséo severa.

Fonte: Servico de diagnostico por imagem, Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel”, FCAV UNESP (2024).
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Figura 5. Avaliacdo ultrassonografica de cartilagem articular em joelho de pacientes
submetidos a osteotomia de nivelamento do plat6 tibial e tratados ou nédo
com secretoma de células-tronco mesenquimais alégenas. Vista longitudinal
no acesso medial de condilo femoral, menisco medial e superficie articular
tibial. A: Cartilagem articular normoespessa. B: Cartilagem articular afilada.
C: Cartilagem articular espessada.

Fonte: Servico de diagndstico por imagem, Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, FCAV UNESP (2024).



18

4. RESULTADOS

Como resultado da metodologia empregada nessa pesquisa, um total de 20
cdes foram incluidos no estudo. Entretanto, antes mesmo da realizacdo do
procedimento cirdrgico, um paciente foi excluido do quadro de avaliacdes por desejo
de seu tutor legal. Portanto, um total de 19 pacientes somaram-se para todas as
avaliagOes propostas. O GC representou a contagem total de nove integrantes, sendo
a maioria sem raca definida (n = 4, 44,44%), seguido por labrador (n = 2, 22,22%),
cane corso, boxer e american bully (cadaum comn =1, 11,11%), apresentando média
de idade de 5,14 + 1,97 anos e peso vivo de 26,42 + 8,8 Kg. Ja o GT somou 10
pacientes, em sua maioria também sem raca definida (n = 5, 50%) e sequencialmente
por buldogue inglés, Shih-tzu, Shar-pei, American pit bull terrier e pastor belga (cada
um com n = 1, 10%), com média de idades em 6,50 + 3,6 anos e peso vivo de 23,53
+7,73.

Em relacdo ao atendimento pré-cirargico, o tempo médio de evolugdo dos
sinais clinicos até o atendimento foi de 44,89 + 48,11 dias para o GC e de 35,70 +
43,42 dias para o GT. J4 o TPA mensurado para a conduta cirdrgica foi de 28,83° +
4,91° para o GC e de 26,42° + 3,45° para o GT. O tempo médio entre o atendimento
inicial e o procedimento cirargico foi de, aproximadamente, 20 dias (18,44 + 13,56
para GC e 21,60 + 13,03 para GT). Com relacdo ao procedimento cirargico, o tempo
médio observado foi de 139,78 + 36,19 minutos para GC e 135,60 + 28,45 minutos
para GT, sendo a artrotomia responsavel por 18,11 + 4,54 em GC e 15,60 + 3,95 em
GT. Houve complicacdes transoperatdrias em 3 pacientes (15,79%), sendo 2 de GC
(n=2/9, 22,22%) e 1 de GT (n = 1/10, 10%), as quais foram caracterizadas por leséo
de ramo vascular da artéria tibial cranial (n = 2) e leséo iatrogénica parcial do ligamento
patelar (n = 1).

Durante a cirurgia, por analise macroscopica apos a artrotomia, verificou-se o
nivel de DAD e a integridade de meniscos. Para GC, houve predominéncia de
pacientes com DAD leve (n = 4, 44,44%), seguido por ausente (n = 3, 33,33%) e
moderada (n = 2, 22,22%), enquanto para GT houve predominancia de DAD leve (n =
6, 60%), seguido por moderada (n = 2, 20%), severa e ausente (n = 1, 10% cada).

Houve diferenca entre os grupos com relacéo a presenca de DAD macroscoépica (p =
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0,057). Foram identificadas lesdo de menisco medial em 9 pacientes no total
(47,37%), sendo 3 de GC (n = 3/9, 33,33%) e 6 de GT (n = 6/10, 60%), resultando em
meniscectomia parcial de todos eles (n = 9, 47,37%, Figura 6). As lesbes meniscais
identificadas foram: everséo de polo caudal (n = 7), lesdo em al¢a de balde (n=1) e
fissura radial (n = 1). Como resultado cirdrgico, o TPA pos-operatorio resultou em
uma meédia de, aproximadamente, 5°, sendo 5,02° + 3,47°em GC e 4,83 £ 1,91 GT.

A | | v :

Figura 6. Avaliacao transcirargica de joelho de pacientes submetidos a osteotomia de
nivelamento do platé tibial e tratados ou ndo com secretoma de células-
tronco mesenquimais alégenas. A: Mini-artrotomia medial com distracao
articular, revelando lesdo de menisco medial com everséo de polo caudal
(seta). B: Polo caudal do menisco medial apds meniscectomia. C: Aspecto
intra-articular ap6s a meniscectomia.

Fonte: O autor (2024).

Intercorréncias ndo padronizadas foram verificadas em ambos 0s grupos
durante o periodo de avaliagbes do estudo. Para GC, 2 pacientes apresentaram
complicag@es cirdrgicas menores, sendo 1 com pivo-shift pds-cirargico, com resolucéo
autolimitante apés 90 dias de avalia¢gbes, e outro com uremia pos-operatéria. Ja para
GT, 3 cées apresentaram complicacfes cirargicas menores, sendo elas infeccao do
sitio cirargico com osteomielite (n = 1), uremia (n = 1) e inflamacdo secundaria a
picada de inseto no mesmo membro operado (n = 1). Portanto, 1 paciente de GC e 2
pacientes de GT tiveram seus protocolos terapéuticos prolongados em relacdo aos
demais pacientes, sendo todos submetidos ao prolongamento da terapia com
gabapentina até o final do periodo de avaliacdes.
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Todos os pacientes foram analisados em conjuntos para fins estatisticos, por
meio da correlacdo de Spearman (Tabela 1), no intuito de verificar correlacdes entre
variaveis direta ou indiretamente ligadas a afec¢édo. Entretando, significancia numérica
foi identificada apenas na dor articular no momento (3) com relacdo ao TPA e grau de
claudicacdo no momento (3), embora tal correlacéo tenha sido positiva moderada. As

demais variaveis ndo resultaram em correlacdes expressivas.
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Tabela 1. Coeficiente de correlacdo de Spearman, seguido do valor de p em intervalo de confianca de 95%, para as variaveis
analisadas em pacientes com insuficiéncia do ligamento cruzado cranial e submetidos a osteotomia de nivelamento do

platé tibial.
Variaveis Peso TPA! (9 DAD? Claudicacéao Claudicacd Lesdo de Dor articular Dor Tempo de
(Kg) macroscopica  pré-cirargica o em (3) menisco  pré-cirdrgica articular evolucéo
em (3)

Idade 0,336 0,340 0,188 0,441 0,097 0,340 0,137 -0,012 -0,024
0,157 0,150 0,435 0,057 0,689 0,150 0,570 0,957 0,917
Peso (Kg) 0,422 0,259 -0,144 -0,399 0,116 -0,416 -0,412 0,267
0,071 0,277 0,550 0,088 0,631 0,075 0,078 0,264
TPA! (9) -0,207 0,208 0,445 -0,096 -0,230 0,543 -0,004
0,389 0,389 0,056 0,689 0,338 0,016* 0,986
DAD? macroscopica 0,361 -0,198 -0,189 0,010 -0,273 0,188
0,125 0,409 0,431 0,963 0,252 0,435
Claudicagao pré- 0,389 0,144 -0,029 -0,114 -0,257
cirargica 0,097 0,550 0,900 0,636 0,284
Claudicacéo em (3) 0,293 0,321 0,529 -0,238
0,219 0,176 0,020* 0,319
Les&@o de menisco 0,222 -0,023 0,328
0,353 0,922 0,166
Dor articular pré- 0,209 -0,263
cirargica 0,385 0,271
Dor articular em (3) 0,005
0,980

1 Angulo do platd tibial; 2 Doenca articular degenerativa; * Significancia estatistica (p < 0,05).
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Referente as analises clinicas de claudicacao performadas nos diferentes
momentos de andlises (Tabela 2), para o grupo controle, foi possivel observar
maioria absoluta apresentando claudicacdo severa (grau 3) pré-operatorio e
apos 24 h do procedimento, apresentando reducdo estatisticamente relevante
no grupo de claudicacdo apenas apods 60 dias da cirurgia (Tabela 3), em relacéo
ao periodo pré-cirargico. Ja no grupo tratado, embora a maioria absoluta dos
pacientes tenha apresentado impoténcia funcional (grau 4) e claudicacéo severa
(grau 3) no pré-operatério e apds 24 h da cirurgia, respectivamente, foi possivel
constatar que houve reducao estatisticamente relevante do grau de claudicacéo

com 15 dias apos a cirurgia, em relacdo ao periodo pré-cirargico (Tabela 3).

Tabela 2. Valores absolutos (n) de avaliacéo clinica de grau de claudicacdo em
pacientes do grupo controle e grupo tratado com secretoma de
células-tronco mesenquimais caninas alégenas, nos diferentes
momentos propostos de avaliacéo.

Momento de Auséncia Leve Moderada Severa Impoténcia

avaliacao funcional
GRUPO CONTROLE
Pré- 0 2 1 6 0
operatorio
Q) 0 0 3 4 2
2 0 3 3 3 0
3 1 6 1 0 1
(4) 5 2 1 1 0
(5) 8 1 0 0 0
(6) 9 0 0 0 0
) 9 0 0 0 0
GRUPO TRATADO
Pré- 0 1 3 3 3
operatério
Q) 0 1 2 2 5
(2 0 2 3 4 1
3 4 2 1 3 0
4) 5 3 0 2 0
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(5) 8
(6) 10 0
7) 9 1

Tabela 3. Valores de medianas e percentis 25 e 75% das escalas de claudicagéo
em pacientes do grupo controle e grupo tratado com secretoma de
células-tronco mesenquimais caninas aldgenas, nos diferentes
momentos propostos de avaliacéo.

Momento de Controle Tratado P
avaliacao
Pré- 3,0[1,8-3,0]ab 3,0[2,0-4,0]a 0,486
operatorio
(1) 3,0[20-3,2]a 3,5[2,0-4,0]a 0,640
(2) 2,0[1,0-3,0]ab 2,5[2,0-3,0]ab 0,357
(3) 1,0[1,0-1,2] abc 1,0[0,0-3,0] bc 0,797
4) 0,0[0,0-1,2] bc 0,5[0,0-1,0]c 0,858
(5) 0,0[0,0-0,0]c 0,0 [0,0-0,0] cd 0,651
(6) 0,0[0,0-0,0]c 0,0[0,0-0,0]d 1,000
(7) 0,0[0,0-0,0]c 0,0[0,0-0,0]d 0,399
P <0,001 <0,001

Medianas seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferiram
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

J& para a graduacao de dor articular nos pacientes de ambos os grupos
nos diferentes momentos de analise (Tabela 4), observou-se predominancia
absoluta de sensibilidade dolorosa leve para GT desde o periodo pré-cirdrgico
até 60 dias apos a cirurgia, apresentando reducédo estatisticamente significativa
em relacdo ao momento pré-operatorio apenas no periodo (6), com cerca de 90
dias ap6s a cirurgia (Tabela 5). Para GT, houve predominancia absoluta de
sensibilidade dolorosa moderada no pré-cirargico, alternando para auséncia de
dor nas avaliacbes subsequentes, manifestando reducdo estatisticamente
significativa da dor articular jA no momento (3), com cerca de 15 dias apoés a
cirurgia (Tabela 5). Em adicdo, foi possivel observar que, mesmo GT
apresentando nivel doloroso estatisticamente superior ao GC no pré-cirlrgico,

GT apresentou reducdo da graduacao de dor a niveis semelhantes a GC nos
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primeiros 15 dias apds a cirurgia, com resultados estatisticamente superiores no

momento (5), por volta de 60 dias apos a cirurgia (Tabela 5).

Tabela 4. Valores absolutos (n) de avaliacao clinica de dor articular em pacientes
do grupo controle e grupo tratado com secretoma de células-tronco
mesenquimais caninas alégenas, nos diferentes momentos propostos

de avaliacéo.
Momento de Auséncia Dor Dor Dor Dor severa
avaliacao de dor leve moderada severa sem
permissao ao
toque
GRUPO CONTROLE
Pré- 0 5 3 1 0
operatoério
(3) 4 4 1 0 0
(4) 4 5 0 0 0
(5) 4 5 0 0 0
(6) 8 1 0 0 0
(7) 8 1 0 0 0
GRUPO TRATADO
Pré- 0 0 7 3 0
operatoério
(3) 2 0 0 0
(4) 1 0 1 0
(5) 10 0 0 0 0
(6) 10 0 0 0 0
(7) 9 1 0 0 0

Tabela 5. Valores de medianas e percentis 25 e 75% das escalas de dor articular
em pacientes do grupo controle e grupo tratado com secretoma de
células-tronco mesenquimais caninas aldgenas, nos diferentes
momentos propostos de avaliacao.

Dor articular Controle Tratado P

Pré-operatério 1,0[1,0-2,0] aB 2,0[2,0-3,0]aA 0,022
(3) 1,0[0,0-1,0]abA 0,0[0,0-0,0] bA 0,112
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(4) 1,0[0,0 - 1,0]abA 0,0 [0,0 — 0,0] bA 0,210
(5) 1,0[0,0 —1,0] abA 0,0 [0,0 — 0,0] bB 0,009
(6) 0,0[0,0-0,0]bA  0,0[0,0-0,0] bA 0,343
(7) 0,0[0,0-0,0]bA  0,0[0,0-0,0] bA 1,000
P <0,001 <0,001

Medianas seguidas pela mesma letra, mintdscula na coluna e maiuscula na linha,
nao diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A andlise de acelerometria ndo revelou diferenca estatistica no nivel de
atividade dos pacientes, dentre de cada grupo, considerando-se os diferentes
momentos, revelando que o nivel de atividade pré e pds-cirirgico manteve-se
semelhante (Tabela 6). Também ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente relevantes quando comparadas as médias de atividades dos
grupos GC e GT nos diferentes momentos (Tabela 7). Para GC e GT, foi possivel
observar predominancia relevante de atividade sedentaria nos pacientes durante
as avaliacbes em todos os momentos (Tabela 6). Entretanto, considerando-se o
nivel de atividade vigoroso, foi possivel observar diferenca estatistica entre os
diferentes momentos. Para GC e GT, foi possivel observar que, apds a reducéo
do tempo médio em vigoroso no periodo de 24 h apéds a cirurgia, houve aumento
significativo do tempo em atividade vigorosa nos momentos 30 e 60 dias apos o
procedimento em relacdo ao pds-cirurgico imediato (Tabela 6). Considerando-se
as médias de tempo dos grupos, embora sem diferenca estatisticamente
significativa, foi possivel observar que GT apresentou maior tempo de atividade
vigorosa em relacdo a GC nos momentos (1), (2), (4), (5) e (6). Adicionalmente,
em relacdo ao momento (4), periodo crucial na recuperacdo dos pacientes, nao
foram identificados resultados estatisticamente relevantes entre as médias de
tempo de atividade nos pacientes de GC ou GT em relacao a lesdo de menisco,
intensidade de DAD macroscopica, complicacfes transcirurgicas, escala de

claudicagéo visual e dor articular (p = 0,05).

Tabela 6. Nivel de atividade em média de tempo (min), avaliado por
acelerometria, em um periodo de 24 horas, em pacientes do grupo
controle e grupo tratado com secretoma de células-tronco
mesenquimais caninas alégenas, nos diferentes momentos
propostos de avaliacao.
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Momento Sedentario Moderado Vigoroso P
de
avaliacéo
GRUPO CONTROLE
Preé-
o 1318,4+49,1A 110,3+46,7B 11,3+4,5abC <0,001
operatorio
(1) 1322,1 +103,4A 113,7+99,4B 4,2+42bC <0,001
(2) 1283,4 +143,1 A 150,0+142,0B 6,5+ 3,1abC <0,001
(3) 1299,4+425A 127,2+395B 134+119abC <0,001
4) 1270,3+56,1 A 1548+48,6B 14,9+9,6 aC <0,001
(5) 12855+80,2A  139,9+69,7B 14,6 +11,0aC <0,001
(6) 1322,2+39,2A 107,9+35,3B 9,9+4,9abC <0,001
(7) 1243,2+122,0A 142,7+78,7B 16,2+155abC <0,001
P 0,282 0,743 0,039
GRUPO TRATADO
Pre-
o 12976 +624A 130,5+592B  12,0+5,7abcC <0,001
operatorio
(1) 1328,8 +43,3A 105,8+39,3B 54+4,7cC <0,001
(2) 1324,7+38,0A 107,2+34,2B 8,1+5,2 bcC <0,001
(3) 14447 + 4050 A 127,7+56,2B 11,6 £+ 10,3 abcC <0,001
4) 1439,5+4079A 1289+62,2B 15,6+10,8abC <0,001
(5) 1291,1 +£48,7 A 132,8 +£41,3B 16,1 £+ 10,1 aC <0,001
(6) 1277,8 +539 A 1480+479B 14,3+7,7abcC <0,001
(7) 1299,1+526 A 126,1+447B 14,8+ 13,0abcC <0,001
P 0,324 0,185 0,025

Médias seguidas pela mesma letra, minlscula na coluna e mailscula na linha,
nao diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey (P > 0,05).

Tabela 7.

Comparacdo das meédias (min) do nivel de atividade, avaliado por
acelerometria, em um periodo de 24 horas, em pacientes do grupo
controle e grupo tratado com secretoma de células-tronco
mesenquimais caninas alégenas, nos diferentes momentos propostos
de avaliacéo.

Sedentario Moderado Vigoroso P

Pré-operatorio
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Controle  1318,4+49,1 A 110,3+46,7B 11,3+45C <0,001
Tratado 1297,6 + 62,4 A 130,5+59,2B 12,0+£57C <0,001
P 0,433 0,424 0,771
Momento (1)
Controle 1322,1 +103,4 A 113,7+99,4B 42+42C <0,001
Tratado 1328,8 + 43,3 A 105,8 £ 39,3 B 54+47C <0,001
P 0,855 0,820 0,554
Momento (2)
Controle 1283,4+143,1 A 150,0+142,0B 6,5+£3,1C <0,001
Tratado 1324,7 + 38,0 A 107,2+34,2B 8,1+52C <0,001
P 0,391 0,367 0,437
Momento (3)
Controle  1299,4+425A 127,2+39,1B 13,4+11,9C <0,001
Tratado  1444,7 £ 405,0 A 127,6 £ 56,2 B 11,6 £10,3C <0,001
P 0,300 0,984 0,734
Momento (4)
Controle  1270,3 £56,0 A 154,8 £+ 48,6 B 149+9,6 C <0,001
Tratado  1439,5+407,9 A 128,9+62,2B 15,6 £+ 10,8 C <0,001
P 0,235 0,330 0,887
Momento (5)
Controle  1285,5+80,2 A 139,9+69,7B 146+11,0C <0,001
Tratado 1291,1 + 48,7 A 132,8+41,3B 16,1 +10,1C <0,001
P 0,854 0,788 0,767
Momento (6)
Controle  1322,2+39,2 A 107,9+35,3B 99+49C <0,001
Tratado 1277,8 £+ 53,9 A 148,0+47,8B 142+7,7C <0,001
P 0,058 0,055 0,168
Momento (7)
Controle  1243,2+122,0A 142,7 £+ 78,7 B 16,2+ 155C <0,001
Tratado 1299,1+52,6 A 126,0£44,7B 14,8+ 13,0C <0,001
P 0,204 0,572 0,841

Médias seguidas por

letras mailsculas diferentes na

estatisticamente pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

linha diferiram
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A interpretacdo das imagens radiograficas dos pacientes de ambos os
grupos evidenciou tempo médio de ossificacdo completa de 86,7 + 18,0 dias para
GC e 81,0 £ 20,2 dias para GT, ndo havendo diferenca estatistica entre ambos.
Entretanto, aos 30 dias ap6s a cirurgia, com base em ambas as escalas de
ossificacdo de 5 e 10 pontos, foi possivel observar que GT apresentou

superioridade estatistica no nivel da ossificacédo (Tabela 8).

Tabela 8. Avaliacdo do grau de ossificacao radiografica em pacientes do grupo
controle e grupo tratado com secretoma de células-tronco
mesenquimais caninas aldogenas, com base nas escalas de 5 e de 10
pontos (Kieves et al., 2015), aos 30 dias pés-cirirgicos.

Controle Tratado P
10 pontos 29+18B 48+18A 0,036*
5 pontos 1,6+0,7B 26+10A 0,017~

* Significancia estatistica (p < 0,05).

Em relacdo a analise de osteoartrite radiografica, possibilitou-se encontrar
diferenga estatistica no comportamento de ambos 0s grupos. Foi possivel
identificar que para GC houve aumento significativo dos parametros de
osteoartrite ao longo das avaliacdes, principalmente aos 120 dias pés-cirirgicos
em relacdo ao periodo pré-operatorio (Figura 7), bem como a partir de 60 dias
pés-cirargicos em relacéo ao pds-operatério imediato (Tabela 9). Com referéncia
a GT, foi possivel identificar a reducdo de tais parametros, em especial a partir
de 15 dias ap0s a cirurgia, mantendo-se em niveis estatisticamente semelhantes
ao pos-operatoério imediato até a finalizacdo do acompanhamento clinico, sem
progresséao da osteoartrite (Tabela 9, figura 7). Ademais, quando comparados os
grupos GC e GT, observou-se diferenca estatistica nas medianas dos grupos,
revelando escala de osteoartrite menor para GT em relacdo a GC a partir do

momento (3) até o momento (7) (Tabela 9).
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Figura 7. Representacdo da avaliacdo da progressao da osteoartrite radiografica
em pacientes do grupo controle e grupo tratado com secretoma de
células tronco mesenquimais caninas alégenas, com projecées médio-
laterais de tibia nos momentos pré-operatorio (A e D) e pos-operatorio
de 60 dias (B e E) e 90 dias (C e F). Note que o grupo controle
apresentou progressao da osteoartrite ao longo das avaliagOes,
enguanto o grupo tratado foi capaz de manté-la estavel.

Tabela 9. Avaliacdo de medianas e percentis 25 e 75% para evolugédo da
osteoartrite radiografica em escala de seis pontos (Moore, Weeren e
Paek, 2019) em pacientes do grupo controle e grupo tratado com
secretoma de células-tronco mesenquimais caninas aldgenas, ao
longo do periodo de avaliag6es nos diferentes momentos.
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Momento de

avaliacdo Controle Tratado P
Pré-operatorio 1,0[1,0 - 2,0] bcA 1,0[0,0-1,0] aA 0,169
Pd6s-operatério 0,0[0,0-2,0]cA 0,0 [0,0 — 1,0] abA 0,394

(3) 0,0[0,0-2,0] cA 0,0 [0,0 —0,0] bA 0,228
4) 2,0[0,0-2,2] bcA 0,0 [0,0-0,0] bB 0,036
(5) 2,0[1,5-2,2] abA 0,0[0,0-0,0] bB 0,004
(6) 2,0[2,0-2,2] abA 0,0 [0,0-0,0] bB 0,003
(7) 2,0[2,0-3,0]aA 0,0 [0,0-0,0] bB <0,001
=) <0,001 <0,001

Medianas seguidas pela mesma letra mintscula na coluna néo diferiram entre si
pelo Teste de Tukey (P > 0,05). Medianas seguidas pala mesma letra mailscula
na linha nao diferiram entre si pelo Teste de Mann-Whitney (P > 0,05).

A analise de ultrassonografia articular, no periodo pré-cirargico, foi
empregada para a identificacdo da lesdo ligamentar, bem como da integridade
de meniscos. Para ambos os grupos, todos os pacientes (n = 19, 100%) foram
diagnosticados com lesao ligamentar, seja ruptura ou degeneracao das fibras.
No GC, um total de 4 pacientes (44,44%) foram diagnosticados com leséo
meniscal, enquanto no GT, 7 pacientes (70%). A concordancia da analise
ultrassonogréfica para lesdo meniscal com a avaliagao cirdrgica macroscopica
foi performada. Nessa andlise, observou-se que a o exame de ultrassom foi
efetivo na identificacdo da integridade ou lesdo de menisco em 6 pacientes de
GC (66,7%) e 7 pacientes de GT (70%). Nessa analise, somando-se os achados
de ambos os grupos, observou-se uma sensibilidade de 77,77% e uma
especificidade de 60% da ultrassonografia articular na identificacéo de lesao de
meniscos, resultando em acuracia de 68,42%.

Os parametros de osteoartrite ultrassonografica adotados nesse estudo
foram a efuséo articular e a caracteristica da cartilagem articular ao longo dos
momentos de avaliacdo. No periodo pré-cirargico, houve predominéncia de
efusdo articular leve para ambos os grupos (n = 8, 88,88% para GC e n =6, 60%
para GT). Para GC, com base nos resultados absolutos, foi possivel observar
gue houve manutencéo do nivel de efusado articular desde o momento (3) até o

momento (6) pos-cirurgicos, com efusdo leve e moderada predominantemente
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(n =4, 44,44% cada), ndo havendo diferenciacéo estatistica entre 0s momentos

avaliados (Tabelas 9 e 10). Ja em GT, houve predominancia de efuséo leve no

momento (3) (n = 8, 80%), onde a partir do momento (4) até (7) houve maior

destaque a auséncia de efusdo articular nos pacientes avaliados (Tabela 10),

sendo possivel observar reducao estatisticamente significativa entre o nivel de

efusdo a partir de 30 dias ap0s a cirurgia em relacdo ao periodo pré-cirargico

(Tabela 11). Ademais, observou-se diferenca significativa referente as medianas

de efusdo articular entre ambos os grupos em todos os momentos poés-

operatorios (Tabela 11).

Tabela 10. Valores absolutos (n) de avaliacdo ultrassonografica de efuséo
articular em pacientes do grupo controle e grupo tratado com
secretoma de células-tronco mesenquimais caninas alégenas, nos
diferentes momentos propostos de avaliacao.

Momento de Controle Tratado
avaliacao Ausente + ++ +++ Ausente + ++ +++
Pré-operatorio 0 8 1 0 0 6 4 0
(3) 0 4 4 1 2 8 O 0
4) 0 4 4 1 7 3 0 0
(5) 0 4 4 1 9 1 0 0
(6) 0 4 4 1 10 0O O 0
(7) 1 4 4 0 8 2 0 0

+: leve; ++:

Tabela 11.

moderada; +++: severa.

Avaliacdo de medianas e percentis 25 e 75% para intensidade de
efusdo articular ultrassonografica em pacientes do grupo controle e
grupo tratado com secretoma de células-tronco mesenquimais
caninas alégenas, ao longo do periodo de avaliacGes nos diferentes

momentos.
Momento de Controle Tratado P
avaliacéo

Pré-operatorio 1[1-1] 1[1-2]a 0,181
(3) 2[1-2] 1[1-1]ab 0,007
(4) 2[1-2] 0[0-1]b <0,001
(5) 2[1-2] 0[0-0]b <0,001
(6) 2[1-2] 0[0-0]b <0,001
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7) 1[1-2] 0[0-0]b 0,002
P 0,068 <0,001

0: ausente; 1: leve; 2: moderada; 3 severa. Medianas seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna néo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (P > 0,05).

Com relacdo a cartilagem articular por meio de analise ultrassonografica,
observou-se que no periodo pré-cirdrgico houve predominio de cartilagens
normoespessas para GC (n =5, 55,55%) e com espessamento (n = 4, 40%) para
GT. Apos 15 até 60 dias apos a cirurgia, GC apresentava a maioria de seus
pacientes com cartilagem espessada (n = 8, 88,88% em cada momento),
revelando aumento significativo em até o momento (5), retornando aos padrdes
pré-cirdrgicos apenas por volta de 120 dias ap6s o procedimento (Tabela 12 e
13). GT revelou maioria absoluta de cartilagens normoespessadas em todas as
andlises pos-operatdrias (Tabela 12), revelando significancia estatistica na
reducdo dos parametros inflamatorios a partir de 30 dias ap6s a TPLO até o final
das analises (Tabela 13). Por meio da comparacdo de ambos 0s grupos,
verificou-se o GT com indices de alteracdes cartilaginosas significativamente

menor em relacdo a GT desde 15 até 90 dias ap0s a cirurgia (Tabela 13).

Tabela 12. Valores absolutos (n) de avaliacdo ultrassonogréfica de cartilagem
articular em pacientes do grupo controle e grupo tratado com
secretoma de células-tronco mesenquimais caninas alégenas, nos
diferentes momentos propostos de avaliacao.

Momento Controle Tratado

de Normal Afilada Espessada Normal Afilada Espessada
avaliacéo

Pré- 5 1 3 3 3 4
operatorio

(3) 0 1 8 6 2 2

(4) 0 1 8 10 0 0

(5) 0 1 8 10 0 0

(6) 4 1 4 10 0 0

(7) 5 1 3 10 0 0
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Tabela 13. Avaliacdo de medianas e percentis 25 e 75% para caracteristica de
cartilagem articular a ultrassonografia em pacientes do grupo
controle e grupo tratado com secretoma de células-tronco
mesenquimais caninas alégenas, ao longo do periodo de avaliacbes
nos diferentes momentos.

Momento de avaliacdo Controle Tratado P

Pré-operatorio 0[0-2]b 1[0-2]a 0,456
(3) 2[2-2]a 0[0-1]ab 0,003
(4) 2[2-2]a 0[0-0]b <0,001
(5) 2[2-2]a 0[0-0Q]b <0,001
(6) 1[0-2]ab 0[0-0Q]b <0,001
7) 0[0-2]b 0[0-0]b 0,081
P 0,001 <0,001

0: normoespessa,; 1: afilada; 2: espessada. Medianas seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna néo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (P > 0,05).

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi realizado para parametros
de osteoartrite radiografica e intensidade de efuséo articular ultrassonogréfica
nos momentos pré-operatorio e (3), (4) e (5), juntamente com o tempo de
consolidacéo e intensidade de DAD macroscopica para todos os pacientes do
estudo (Tabela 14). O tempo de consolidacdo nao sofreu influéncia das outras
duas variaveis. Entretando, observou-se tendéncia positiva no aumento da
intensidade de osteoartrite radiografica conforme a evolu¢do do tempo nos
momentos avaliados (p < 0,05), bem como da efusao articular (p <0,05), embora
nessa ultima apenas com 0s momentos poés-cirdrgicos. Ja a degeneracdo
articular apresentou correlacao positiva moderada com a escala de osteoartrite

radiografica, embora relacéo inversa com a intensidade de efusao articular.
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Tabela 14. Coeficiente de correlacdo de Spearman, seguido do valor de p em intervalo de confianca de 95%, para as variaveis de
escala de osteoartrite radiografica, efusdo articular ultrassonogréfica e doenga articular degenerativa macroscopica em
pacientes com insuficiéncia do ligamento cruzado cranial e submetidos a osteotomia de nivelamento do plato tibial.

Variaveis OA! pos- OAlem (3) OAl'em (4) OA'em (5) Tempo de Efuséo pré- Efus&o em Efusdoem  Efusdoem  DAD?®macroscopica
cirtrgica? consolidacéo cirdrgica ?3) (4) (5)

OA! pré- 0,761 0,797 0,728 0,713 0,009 -0,184 -0,085 0,031 0,047 0,384
cirargica <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 0,968 0,444 0,756 0,894 0,843 0,102
OA! pos- 0,825 0,764 0,610 0,066 -0,253 -0,173 -0,039 -0,026 0,623
cirargica? <0,001* <0,001* 0,006* 0,781 0,291 0,470 0,871 0,911 0,004*
OAlem (3) 0,810 0,704 -0,001 -0,307 -0,092 -0,065 0,034 0,557
<0,001* <0,001* 0,991 0,197 0,705 0,787 0,883 0,013*
OAlem (4) 0,848 -0,136 -0,400 -0,132 0,100 0,213 0,450
<0,001* 0,570 0,009* 0,585 0,678 0,377 0,053
OAlem (5) -0,060 -0,496 0,194 0,375 0,489 0,154
0,804 0,030* 0,418 0,111 0,034* 0,521
Tempo de -0,012 0,253 0,025 0,184 -0,058
consolidagao 0,957 0,291 0,917 0,444 0,809
Efuséo pre- 0,013 -0,081 -0,316 -0,060
cirargica 0,957 0,737 0,184 0,804
Efuséo em (3) 0,739 0,737 -0,469
<0,001* <0,001* 0,042*
Efuséo em (4) 0,916 -0,485
<0,001* 0,035*
Efuséo em (5) -0,53
0,020*

1 Osteoartrite; 2 pés-cirdrgico imediato; 2 Doenca articular degenerativa; * Significancia estatistica (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a administragdo intra-articular de vesiculas
extracelulares de células-tronco mesenquimais caninas alégenas em joelhos de cées
submetidos @ TPLO em decorréncia de ILCC, um estudo inédito na medicina
veterinaria. Em concordancia com a hipotese postulada previamente, foi possivel
observar eficicia do produto das CTMTA no contexto da aceleracéo da recuperacao
clinica dos pacientes submetidos a cirurgia, com base nos achados de parametros
clinicos e imagenoldgicos. A osteoartrite presente no joelho dos pacientes acometidos
por ILCC ocorre por consequéncia da instabilidade articular, sendo uma das principais
causadoras de DAD (Villatoro et al., 2023). A correcdo cirdrgica utilizando TPLO,
embora seja amplamente utilizada, de forma isolada nédo é suficiente para impedir a
evolucdo da degeneracdo articular, tendo em vista a progressdo mesmo apos o
procedimento (Shimada et al., 2020a). Dessa forma, foi possivel observar, no curto
prazo, que o secretoma de células tronco mesenquimais caninas foi capaz de reduzir
os parametros inflamatdrios articulares nos pacientes aqui analisados, corroborando
com a hipétese apresentada previamente, podendo este figurar como um adjuvante
ao tratamento da ILCC em cées.

Nesse ambito, as CTMTASs séao, de fato, uma alternativa terapéutica. Embora
esperava-se anteriormente que seus efeitos seriam baseados na regeneracao
articular, atualmente é definido que seu principal mecanismo de acdo baseia-se na
reducdo da inflamacdo e melhoria do ambiente articular, favorecendo recuperacéo
articular em curto, médio e longo prazos (Sasaki et al., 2019). Esse mecanismo de
acao, denominado indireto, deve-se aos produtos da acao celular indireta, como seus
secretomas (Carrera et al., 2023), os quais foram utilizados de forma intra-articular no
presente estudo, onde resultados clinicos e imagenolbgicos satisfatorios foram
alcancados com relagdo a reducdo de parametros ligados a osteoartrite do joelho, a
qual torna o protocolo analgésico pés-cirurgico bastante desafiador.

O controle de dor imediatamente apds a TPLO é crucial e em alguns momentos,
pode requerer bastante esfor¢o. Tal caracteristica se deve a manipulagéo cirdrgica,
principalmente, o que gera retardo no retorno a fungdo do membro (Soto et al., 2014).

Portanto, métodos que reduzam a dor e acelerem a recuperacéo pos-operatéria sao
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desejaveis e necessarios. Nesse quesito, foi possivel identificar que GT apresentou
maior celeridade em relacédo a GC na reducédo da dor articular, demonstrando niveis
estatisticamente reduzidos ja 15 dias ap6s o procedimento cirdrgico. A acdo anti-
inflamatéria e imunomoduladora das CTMTAs e seus derivados podem estar
diretamente relacionados com esse efeito analgésico (Sasaki et al., 2019). Seguindo
a mesma linha de raciocinio, € esperado que, de curto a médio prazos, ocorra reducéo
da carga no membro submetido a cirurgia, gerando variados graus de claudicacdo em
virtude do processo inflamatério articular gerado (Wemmers et al., 2022). Nesse
ambito, também foi possivel observar uma melhor resposta e recuperacdo do GT em
relacdo ao GC, onde os pacientes que receberam secretoma reduziram os niveis de
claudicacdo de forma significativa jA com 15 dias ap6s a TPLO.

Embora os resultados de escala de dor e de claudicacdo tenham sido
favoraveis a GT, ndo foram identificas diferencas estatisticas no presente estudo com
relacdo ao nivel de atividade por acelerometria dos pacientes em ambos 0s grupos
formados. Tais resultados corroboram com achados prévios (Schuster et al., 2023),
onde ndo houve diferenca na atividade de cées pré e pos-tratamento cirdrgico da
ILCC, embora a técnica cirurgica empregada tenha sido diferente da TPLO utilizada
no presente trabalho. Portanto, a recuperacao clinica de tais pacientes ndo é
estatisticamente relacionada a um aumento significativo do nivel de atividade
(Schuster et al., 2023) e, devido a esse fato, a analise de outros parametros foram
associados nas andlises propostas. A despeito de ndo haver diferenca entre os
grupos, foi possivel observar que GT apresentou maiores médias de atividade
vigorosa em relacdo a GC. Esse fato, somado aos demais achados de parametros
clinicos de grau de claudicagéo e de dor articular, bem como imagenologicos, devem
ser levados em conta na tomada de decisdo pelo uso do adjuvante proposto neste
estudo, visto os resultados favoraveis no retorno precoce a funcdo do membro
acometido.

A avaliacao ultrassonografica da evolucdo dos parametros de osteoartrite da
articulacéo do joelho em pacientes caninos submetidos a TPLO €, também, objeto
inédito de estudo. A ocorréncia de ILCC sabidamente afeta a mecéanica articular,
culminando com alteracées em estruturas extra articulares, como por exemplo o

espessamento e aumento da rigidez do ligamento patelar, em suma pela instabilidade
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craniocaudal da tibia (Pennasilico et al., 2024). Porém, a avaliacdo de fatores intra-
articulares ainda é falha, principalmente no periodo apds a correcdo cirargica. As
alteracdes relacionadas as lesfes articulares agudas podem figurar como importantes
ferramentas de avaliac&o articular na osteoartrite, como por exemplo a efusédo articular
e espessura da cartilagem articular (Ramirez-Flores et al.,, 2017). Portanto, a
intensidade de efusdo e a caracteristica da cartilagem articular foram usados como
critérios de avaliacdo do comportamento da inflamagdo articular por meio da
ultrassonografia neste estudo.

A efusao articular figura como umas das primeiras alteragdes ap0os a ocorréncia
de injurias e desponta como parametro de avaliacdo em modelos experimentais de
osteoartrite canina, mesmo que por outros métodos de diagndstico (D’Anjou et al.,
2008). Em um cenario de ILCC induzida experimentalmente em caes, identificou-se
pico de efusdo articular apds oito semanas de lesdo, com regressao espontanea por
volta de 26 semanas apos a ruptura (D’Anjou et al., 2008). No presente estudo,
embora ndo tenha sido feito o acompanhamento a longo prazo no periodo pré-
cirdrgico, a maioria dos pacientes de ambos 0s grupos ja apresentava certo nivel de
efusdo articular antes da cirurgia, em virtude da instabilidade articular que leva a
inflamacédo. Apesar de ser esperado que a estabilidade relativa causada pela TPLO
culmine com reducado da inflamacédo articular, a osteoartrite ainda se faz presente
(Shimada et al., 2020a), fato que pode ser comprovado pela presenca de efuséao,
predominantemente em niveis leves e moderados, no periodo pos-cirargico no GC.
Dessa forma, percebe-se que a cirurgia por si s6 nao foi capaz de reduzir o status
inflamatorio articular. Por outro lado, no GT, foi possivel observar que houve reducéo
do parametro de efuséo articular ao longo do tempo, especialmente a partir de 30 dias
apos o procedimento, inferindo que a acdo do secretoma de CTMTA nesse cenario
pode ser favoravel.

Uma vez que a cartilagem articular pode apresentar certo grau de lesédo em
todos os pacientes acometidos por ILCC e figurar na fisiopatologia de ocorréncia de
leséo articular (Agnello, Hayashi e Brown, 2021), sua avaliacéo e estabelecimento de
mecanismos de tratamento podem representar uma pega-chave na potencializacao
da recuperagdo de pacientes com lesdo ligamentar. A cartilagem articular,

secundariamente ao processo de instabilidade e inflamacdo da articulagdo, pode
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sofrer diferentes graus de injurias e se comportar de diferentes formas de acordo com
o tempo de evolucdo do quadro. Espera-se que, em lesdes agudas, haja edema da
cartilagem, enquanto em quadros cronicos, observa-se afilamento da cartilagem,
erosdes e formacfes de ostedfitos (Bockstahler et al., 2009; Glyn-Jones et al., 2015;
Kuyinu et al., 2016). O parametro de espessamento da cartilagem baseou-se em
critérios previamente estabelecidos de andlise de osteoartrite por parametros
ultrassonogréficos (Ramirez-Flores et al., 2017), embora a caracteristica de
afilamento cartilaginoso tenha sido adicionada em virtude da heterogeneidade dos
grupos, tempo de progressao das avaliacdes, bem como caracteristicas dos pacientes
adicionados aos grupos. Para GC, identificou-se prevaléncia de espessamento de
cartilagem até 60 dias ap0s a cirurgia, o que pode ser esperado em casos de injaria
articular aguda e corrobora com resultados prévios (Ramirez-Flores et al., 2017). Em
contrapartida, pacientes do GT mantiveram a cartilagem normoespessa em sua
maioria no mesmo periodo. Esse resultado pode estar relacionado com a capacidade
do secretoma de CTMTA em reduzir a inflamacéao articular (Carrera et al., 2023).

Com relacdo a capacidade ultrassonografica na detec¢éo de les6es meniscais,
observou-se sensibilidade de 77,77% e especificidade de 60% de acordo com 0s
resultados aqui evidenciados. Por tratar-se de uma analise operador-dependente e
variavel de acordo com a qualidade do equipamento utilizado, os valores de
sensibilidade e especificidade resultantes das andlises aqui feitas foram menores em
relacdo aos de estudo anterior (Arnault et al., 2009). Entretanto, resultados melhores
foram visualizados com relacédo a identificacdo de lesdo do ligamento cruzado cranial.
Tal varidvel pode ser derivada, potencialmente, da qualidade do aparelho e
transdutores utilizados, visto o referido trabalho ser datado de 2009, utilizando-se de
equipamentos com qualidade inferior aos disponiveis atualmente.

Em adicéo a andlise ultrassonografica dos padrdes articulares de osteoartrite,
o estudo levou em consideracdo padrfes radiogréficos de inflamacdo articular.
Adotou-se uma escala de seis pontos, onde caracteriza-se desde a articulacéo
saudavel até a com sinais de osteoartrite mais avancados em virtude da disseminacéo
da osteofitose (Moore, Weeren e Paek, 2019). Foi possivel evidenciar o aumento da
escala de osteoartrite para GC ao longo das avaliagGes, enquanto GT apresentou

manutencao dos padrbes pos-operatorios ao longo de toda a avaliacdo. O avanco da
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osteofitose indica progresséao da lesdo articular, bem como piora no prognostico a
longo prazo do paciente (Engdahl et al., 2023). Portanto, evitar a progressdo da
doenca articular representa um ponto positivo da terapia proposta, corroborando com
resultados experimentais prévios (Song et al., 2021), bem como com a hip6tese aqui
postulada. Juntamente com a avaliacdo da osteoartrite por meio de exames
radiograficos, possibilitou-se a avaliagdo da consolidacéo 6ssea ao longo do tempo.

Relacionado ao tempo necessério a ossificagdo completa da osteotomia da
TPLO, ndo foram identificadas diferencas estatisticas no tempo médio de ambos os
grupos. Porém, observou-se que GT apresentou ossificacdo mais adiantada em
relacdo a GC aos 30 dias apOs a cirurgia, podendo representar uma possivel
aceleracdo da recuperacao cirurgica. O efeito direto da aplicacéo intra-articular de
CTMTA caninas alégenas foi avaliado em pacientes submetidos a TPLO, revelando
potencial de acelerar a ossificacdo em relagdo aos pacientes controle (Pennasilico et
al., 2023), porém a a¢ao do secretoma de células-tronco mesenquimais na ossificacao
da osteotomia radial da TPLO é uma area inexplorada na medicina veterinaria, sem
avaliacdes semelhantes previamente. O efeito superior da CTMTA intra-articular
comparada ao secretoma pode ser diretamente relacionado a capacidade de
migracéao celular da CTMTA ao sitio de osteotomia (Pennasilico et al., 2023). Embora
detenha ampla concentracéo de fatores osteogénicos, o secretoma de CTMTA néo é
capaz de realizar migracdo, apresentando efeito tecidual local no sitio de
administracao (Carrera et al., 2023). Portanto, o favorecimento da ossificagao poderia
ser atingido a partir da administracao local do secretoma no sitio da osteotomia radial.
Por outro lado, a aceleracdo no processo de recuperacao clinica e retorno precoce ao
apoio de peso no membro acometido poderiam figurar como aceleradores da
ossificacdo da osteotomia (Wilson, Roush e Renberg, 2018), configurando um efeito
indireto da aplicacéo intra-articular do secretoma na reparacao 0ssea. Nesse quesito,
pode-se associar a auséncia de diferenca a uma média de idade maior em GT, bem
como ao maior numero de complicacbes que podem gerar atraso no processo de
consolidacdo 6ssea, com destaque a osteomielite identificada em um paciente do
grupo.

A ocorréncia de complicacdes foi observada neste estudo e podem apresentar

certo grau de influéncia nos resultados. Em virtude da ampla difusédo, espera-se a
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ocorréncia de complicacdes maiores ou menores que podem variar de 10% a 34% em
pacientes submetidos a TPLO, infortinios esses que influenciam direta e
negativamente na recuperagao pos-operatoéria dos pacientes (Bergh e Peirone, 2012).
Na presente pesquisa, foram presenciadas complicacdes trans cirirgicas em trés
pacientes, sendo 2 cédes de GC e 1 de GT, e pos-cirdrgicas em cinco pacientes no
total, sendo 2 de GC e 3 de GT, as quais podem ter influenciado negativamente nos
resultados aqui obtidos. Considerando-se as complicagfes cirurgicas, espera-se que
a leséo iatrogénica parcial do ligamento patelar possa ter causado certa limitagdo na
recuperacdo do paciente no quesito dor e claudicacdo. Entretando, para ambos o0s
pacientes que sofreram lesdo de ramo arterial da artéria tibial cranial, espera-se que
nao tenha ocorrido prejuizos nos resultados fornecidos, uma vez que tal lesdo néo é
relacionada com atrasos na ossificagao ou ocorréncia de outras complicagdes (Ferrari
et al., 2024), nao figurando como um agravante aos parametros aqui analisados. Com
relacdo as complicacbes pos-cirurgicas durante os periodos de avaliacao, espera-se
que estejam mais diretamente relacionadas com possiveis alteracdes nas variaveis
coletadas. A ocorréncia de osteomielite em um dos pacientes do GT pode ter sido
responsavel pelo aumento do tempo necessario a consolidacdo 6ssea, bem como
pode estar associada ao aumento dos indicadores inflamatérios nas analises
imagenologicas (Husi et al., 2023). Ainda, o prolongamento do uso de gabapentina
em 3 pacientes pode ter afetado a analise dos parametros relacionados a dor.
Adicionalmente ao previamente discutido, uma heterogeneidade foi identificada
quanto a lesdo meniscal nos grupos. E comum a ocorréncia de lesdo de menisco em
pacientes com ILCC. Espera-se que animais mais velhos, com maior tempo de
evolugdo da ILCC, bem como com doenca articular degenerativa mais avancada
possuam maiores chances de ocorréncia (Fung, Ficklin e Okafor, 2023). No presente
estudo, a lesdo meniscal ndo foi relacionada a maior grau de claudica¢do, DAD ou
maior tempo de evolucdo nos pacientes avaliados, destoando da literatura consultada.
Embora a ocorréncia lesdo de menisco ndo afete diretamente a progressdo da
osteoartrite ao longo do tempo, influencia notoriamente a claudicacédo dos pacientes
submetidos a TPLO por até seis meses (Saban et al., 2023), tornando importante a

sua deteccdo e tratamento. Portanto, a ocorréncia de maior nimero de lesbes
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meniscais em pacientes do GT podem ter afetado diretamente os resultados pés-
cirdrgicos nas analises propostas.

A utilizacdo de secretoma de CTMTA foi aqui proposto, em suma, para reduzir
o efeito inflamatorio articular pelas varidveis clinicas esperadas da TPLO, bem como
pela maior viabilidade financeira e laboral durante sua obtencdo em relacdo aos
demais subprodutos da secrecdo de CTMTA. Os efeitos das CTMTAs derivadas de
tecido adiposo para a ortopedia veterinaria sdo inumeros e seu modo de acdo pode
se dar de diversas formas, mesmo que estudos de impacto sejam escassos na
medicina veterinaria (Marx, Silveira e Nardi, 2015). Embora, ainda assim, diversos
trabalhos embasam a procura por novas alternativas de tratamento e novas formas
de utiliza-las. Como exemplo, Pennasilico et al. (2023) avaliaram a aplicacéo intra-
articular de tecido adiposo macerado apdés a cirurgia de TPLO por meio de
acompanhamento radiogréafico de consolidacdo. Como resultado, foi identificado que
0 grupo que recebeu o tecido adiposo apresentou um processo de consolidacédo 6ssea
acelerado em relacdo ao grupo controle. Esse fato pode ser diretamente relacionado
a presenca de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo no tecido
implantado na articulagcdo (Marx, Silveira e Nardi, 2015; Pennasilico et al., 2023).
Portanto, esse grupo celular e os produtos de sua secre¢do apresentam um potencial
promissor nas terapias adjuvantes em ortopedia, corroborando para os objetivos aqui
postulados. Além da utilizacdo da terapia celular, outros tratamentos adjuvantes séo
propostos.

Volz et al. (2024) avaliaram a utilizacdo de plasma rico em plaquetas e acido
hialurénico intra-articulares pos-TPLO na recuperacéo clinica a curto e longo prazo
em cédes. Durante os seis meses de avaliacdes proposto no estudo, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos tratados ou ndo, evidenciando que a recuperagao
pos-operatoria da TPLO é favoravel independentemente da utilizacdo dos adjuvantes
intra-articulares elencados. Nao houve diferenca estatistica na comparacdo dos
estudos clinicos, radiograficos, questionarios de satisfacao de tutores e na avaliacao
objetiva da marcha por plataforma de presséo (Volz et al., 2024). Tais parametros
diferem dos resultados aqui apresentados, onde o adjuvante proposto foi capaz de
promover a melhora nos parametros clinicos e imagenoldgicos nos pacientes

incluidos no estudo.
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Taroni et al. (2017) compararam o tratamento intra-articular com CTMTA em
dose Unica versus tratamento oral por 30 dias com anti-inflamatorio ndo esteroidal em
cdes submetidos a TPLO em relagdo as avaliagbes clinicas e de marcha. Como
resultado, foi possivel observar processo de ossificacdo até 30 dias pds-cirlrgicos no
grupo tratado com células-tronco mesenquimais. No acompanhamento até seis
meses, ndo foram observadas diferencas entre os grupos, evidenciando que 0 uso
intra-articular em dose Unica de células mesenquimais pode ser tdo satisfatério quanto
0 uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais, podendo ser uma alternativa ao uso
desses farmacos (Taroni et al., 2017). No estudo aqui apresentado, ambos 0s grupos
receberam tratamento anti-inflamatorio como forma de padronizacdo. Dessa maneira,
objetivou-se avaliar a potencializacéo do efeito anti-inflamatorio e analgésico em curto
prazo das vesiculas extracelulares, satisfazendo a hipétese previamente postulada
pelos autores.

Martini et al. (2017) avaliaram o efeito da suplementacéo oral com nutracéuticos
articulares, principalmente a base de condroitina e glucosamina, associada a cirurgia
(TPLO) versus a TPLO sem suplementacgdo para parametros clinicos e radiograficos
de osteoartrite. Dessa maneira, identificou-se que o suplemento alimentar foi capaz
de promover melhora na recuperagdo clinica dos pacientes, embora ndo houve
reducdo na progressdo radiografica da osteoartrite. Portanto, pode-se inferir a
superioridade da utilizacdo de secretoma de CTMTA intra-articular em detrimento ao
uso oral de nutracéuticos, visto a capacidade de reduzir a progressédo da osteoartrite
tanto nos parametros radiograficos quanto nos parametros ultrassonogréaficos aqui
utilizados.

Ja a suplementacdo oral com colageno desnaturado do tipo Il foi avaliada na
recuperacao pés-operatoria de pacientes submetidos a TPLO (Assies et al., 2024). Os
resultados identificados nas analises da marcha evidenciaram maior pico de forca no
grupo tratado, bem como retorno aos padrées fisiologicos com 12 semanas apds o
procedimento, metade do tempo em relagdo ao grupo controle. Porém, o tratamento
levou em conta a administracao oral do medicamento por 24 semanas apos a cirurgia,
fato que pode ser ponto negativo na aceitacdo de tutores, contrario ao proposto no
método aqui evidenciado, de uma Unica administracdo intra-articular pés-cirargica.

Ademais, ndao foram evidenciados os efeitos do nutracéutico nos parametros de
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osteoartrite, enquanto o secretoma aqui proposto, além de melhoria nos parametros
clinicos de marcha, também foi capaz de reduzir sinais imagenoldgicos de inflamacao
articular.

Quando se avalia outros modelos de osteoartrite canina, como a do quadril, por
exemplo, as CTMTAs apresentaram resultados superiores ao plasma rico em
plaguetas nos quesitos de reducao da claudicacdo e da dor articular quando feita de
forma intra-articular (Okamoto-Okubo et al., 2021). E quando feitos de forma
simultanea intra-articular, ambos demonstraram resultados satisfatorios na reducao
da dor articular, melhoria na qualidade de vida e retorno a simetria da marcha em
pacientes previamente assimétricos (Sanghani-Kerai et al.,, 2021). Tais resultados
exibem a relagdo positiva das CTMTA no tratamento de modelos caninos de
osteoartrite. Embora tais células tenham sido empregadas por diferentes métodos nos
trabalhos citados, resultam no efeito proposto e demonstrado neste estudo, onde seus
produtos de secrecdo sdo capazes de gerar efeito similar no controle da inflamacéao
articular.

A ruptura do ligamento cruzado cranial canina cria um modelo de osteoartrite,
seja natural ou experimental, que reflete padrdes semelhantes ao modelo humano,
tornando-se uma modalidade de estudos preliminares para tratamentos destinados a
humanos (Muir et al.,, 2016). Dessa forma, diversos estudos sdo preconizados
inicialmente na medicina veterinaria para que, entdo, possam ser transladados para a
espécie humana, principalmente estudos conduzidos com a utilizacdo de células
mesenquimais, sejam de origem humana, ou de origem animal, apresentando
resultados de reducdo da osteoartrite sem reacfes alérgicas secundéarias a origem
celular (Lamers et al., 2020; Perry et al., 2024). Portanto, os resultados promissores
aqui elencados poderao, futuramente, proporcionar novas investigacdes a fim de
fundamentar o uso do secretoma de células-tronco mesenquimais para modelos de
osteoartrite clinica em humanos.

A despeito de tratar-se de um estudo prospectivo, algumas limitacbes foram
identificadas durante a execucédo desta pesquisa. Inicialmente, a heterogeneidade dos
grupos pode ter sido fator limitante para os resultados obtidos, onde o0 GC apresentou
menor numero de pacientes em relacdo a GT, bem como as ragas, porte e idade dos

pacientes nao foram idénticas para todos inclusos. Ainda, os diferentes indices de
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lesdo meniscal e presenca e intensidade de progressdo da doenca articular
degenerativa entre os pacientes dos grupos pode também ser um fator atuante na
diferenciacdo dos padrbes de grupos. Portanto, futuros estudos prospectivos, com
maior niumero de pacientes e ado¢ao de novas fontes de analises objetivas se fazem
necessarios para avaliacdo da modalidade terapéutica em questdo no modelo de

osteoartrite proposto.
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6. CONCLUSAO

O uso intra-articular de secretoma de células-tronco mesenquimais caninas
alégenas apresenta-se como alternativa adjuvante promissora para a reducao dos
parametros clinicos e de imagem associados a osteoartrite, bem como acelerar a
recuperacédo clinica dos pacientes, nos periodos de curto e médio prazos, apos a

realizagéo de TPLO em caes acometidos por ILCC.
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