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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

CORRECAO DE RUPTURA DE LIGAMENTO CRUZADO EM CAES CO M
IMPLANTE DE POLIPROPILENO ASSOCIADO A FRACAO TOTAL DE
CELULAS MONONUCLEARES

AUTOR: DANIEL CURVELLO DE MENDONCA MULLER
ORIENTADOR: NEY LUIS PIPPI
Santa Maria, 09 de abril de 2010

A ruptura do ligamento cruzado (LC) é uma lesédgntiaticada em grande parte dos caes
com problemas articulares, sendo a causa mais caleusfieccdo articular degenerativa
da articulacdo do joelho. Este trabalho teve pgetnio, avaliar a acédo da fracéo total de
células mononucleares autdgenas da medula 0ss®QF@e aplicacédo intra-articular,
apos a correcao cirurgica dos ligamentos cruzadogidos. Foi proposta uma nova
técnica de correcao cirurgica desta afeccéo, adige clinicamente a acdo da malha de
polipropileno como Unico substituto do ligamentazado cranial e caudal de caes.
Foram utilizados 20 cées, submetidos a desmotoniiateral dos LC cranial e caudal.
Vinte e um dias apés a ruptura, todos foram tratadourgicamente pela técnica de
reducdo aberta, com o implante de polipropilendysstwindo apenas o ligamento
cruzado cranial (LCC). Dez animais receberam a FGMQOnomento da correcdo. As
avaliacdes se deram por estudo radiografico, exatimesos e biopsias aos 50 e 90 dias
pés-operatorios. A técnica cirdrgica proposta destron ser de rgpida execucao e pouca
dissecacdo de tecidos moles, retorno precoce abidagéo e resisténcia adequada do
implante. O grupo que recebeu a FCMO apresent@gcionento 6sseo intra-articular ao
estudo radiologico, contudo, os vinte animais apresam células CD34 positivas em
suas amostras biopsiadas, indicando haver pres#mgeélulas-tronco em ambos 0s
grupos. Concluiu-se que ndo houve diferenca clieitee os dois grupos até os 90 dias
de avaliacao.

Palavras-chave:Desmotomia do ligamento cruzado, implante sint¢tiélulas-tronco.



ABSTRACT
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CORRECTION OF LIGAMENT RUPTURE IN DOGS WITH
POLYPROPYLENE IMPLANTS LINKED TO TOTAL FRACTION
OF MONONUCLEAR CELLS

AUTHOR: DANIEL CURVELLO DE MENDONCA MULLER
ADVISER: NEY LUIS PIPPI
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The ligament rupture (LC) is lesion diagnosed irstraibgs with joint problems, and the
most common cause is degenerative joint diseasieeoknee joint. This study aimed to
evaluate the action of the total fraction of mondear cells from autologous bone
marrow (FCMO) applied intra-articular by after seed repair of ruptured cruciate
ligament. It is proposed a new technique for s@giorrection of this disease, evaluating
clinically the action of a polypropylene mesh as tinly substitute for cranial cruciate
ligament and flow of dogs. Twenty dogs underwentateral desmotomy cranial and
caudal LC. Twenty-one days after the break, allewezated surgically by the technique
of open reduction, with implantation of polypropy&ereplacing only the cranial cruciate
ligament (CCL). Ten animals received FCMO at tineetiof correction. The assessments
were by X-ray study, clinical examinations and Isies at 50 and 90 days
postoperatively. The surgical technique has shoayidrimplementation and low soft
tissue dissection, early return to ambulation adelgaate strength of the implant. The
group that received FCMO grew intra-articular batehe X-ray study, however, the
twenty animals showed CD34 positive in their biogaynples, indicating a presence of
stem cells in both groups. It was concluded thatetlwas no clinical difference between
the two groups until 90 days of evaluation.

Key-word: Desmotomia cruciate ligament, synthetic implastsm cells.
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1. INTRODUCAO

A ruptura do ligamento cruzado é uma desordem édicp comum em cées. Ela
promove a instabilidade da articulacdo do joellbsuitando em claudicacdo e alteracoes
degenerativas progressivas. O seu diagnostico eattasem achados clinicos, mas pode
ser associado aos exames especificos para vedificda extensdo da lesdo e das
alteracbes concomitantes. A melhor técnica pararagpo desta enfermidade ainda nao
esta bem elucidada. A maioria delas alcanca unsdexsucesso entre 80 a 90% e todas
apresentam vantagens e desvantagens. Uma asso@&@ag&o pericia do cirurgido,
classificacdo da alteracao, temperamento do arg@ncalaboracédo do proprietario, devem
ser considerados na escolha do melhor tratamento.

Uma das complicacbes associadas a utilizacdo derteaxnas técnicas intra-
articulares ocorre na fase de remodelamento, Heogeraxerto pode deformar ou afrouxar
caso o pos-operatério ndo seja satisfatorio (GAGRDO et al., 2004). Na busca de evitar
esta complicacdo, esta indicada a imobilizacdo donlbno operado com muleta de
Thomas (PENHA et al., 2007), ataduras de RobemrsIGRAIERMATTEI & FLO, 1999),
transfixacdo percutanea (Ehmer-Kirschner) (SALBE&Q@I., 2007) ou olecranizacéo da
patela (SILVA & MUNIZ, 1994).

Acredita-se ndo haver técnica cirirgica que estacio desenvolvimento da
afeccao articular degenerativa (PIERMATTEI & FL(99). O que se espera € que
ocorra menor acometimento desta, apds a estalditizagirgica do joelho (PIERMATTEI
& FLO, 1999). Baseado nesta informacdo optou-se gssociar a terapia celular ao
tratamento cirargico. O principio da terapia celdWansiste em restaurar a funcao de um
orgao ou tecido com a substituicdo das célulasliges por uma doenca ou substituir
células que nao funcionam adequadamente, geagas defeito genético, vascular ou

iatrogénico (OLIVEIRA, 2008). As células-tronco stituem a fonte mais promissora da
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terapia celular para proliferacao e diferencia@@NOLI, 2008). No momento, a fonte
mais acessivel para a terapia com células-trorctragao total de células mononucleares,
obtidas da medula 6ssea (TOGNOLI, 2008).

Os objetivos deste trabalho foram:

- Propor uma técnica para correcao da rupturagéoniento cruzado de cdes que
dispense a imobilizagdo do membro no periodo pésabfrio.

- Avaliar a acdo da malha de polipropileno comocarsubstituto do ligamento
cruzado cranial e caudal de cées.

- Realizar uma revisdo sobre as técnicas e comgpksadurante a obtencédo de
medula éssea, abordando a importancia do mateletlado, os equipamentos utilizados
habitualmente para essa coleta, bem como os pais@fios de acesso.

- Avaliar a acdo das células mononucleares autégapéicadas intra-articular e em

pacientes submetidos a correcéo cirurgica dos kgéms cruzados rompidos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité &tica em Pesquisa com animais da
Universidade Federal de Santa Maria, sob®028081.003653/2008-59 e seguiu 0s
principios éticos do Colégio Brasileiro de Expemtagdo Animal (COBEA).

Foi redigido em forma de artigos, seguindo-se amas para a confeccdo de tese

da UFSM (MDT, PRPGP/UFSM, 2006).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ocorréncia

A ruptura do ligamento cruzado cranial (LCC) é utaa lesGes mais comuns no
membro pélvico e a maior causa de afeccéo artideligenerativa da articulacao do joelho
de cades (BRINKER et al., 1999), sendo rara em &BBINET & MAY, 1997). A leséo
do ligamento cruzado caudal (LCA) vem tendo maedewancia e espaco na literatura
mundial nos ultimos anos, ja que sua importancadécutivel quanto a estabilizacéo
primaria da translacdo da tibia sob o fémur (CAMARE& al., 1996). Estudos recentes
sugerem que cées jovens de ragcas mais ativas mimnogisiacima do peso (MULLER et
al., 2008) podem ser predispostos a ruptura, paré&®exo ndo é um fator determinante
(BENNET & MAY, 1997).

O ligamento cruzado cranial, denominado pela posre#ativa de sua insercao
tibial (figura 1), esta sob alto risco quando falgana hiperextenséo da articulacdo. Sua
ruptura permite deslocamento anormalmente livredinecdo da tibia com relacdo ao
fémur (figura 2) (DYCE et al., 1997). A lesdo eatiociada, mais comumente, a rotacao
interna abrupta da perna. Quando isso ocorregamintos se torcem e ficam fortemente
enroscados entre si. A medida que a rotacdo infmogride, o LCC fica sujeito a lesdo
decorrente da margem caudomedial do condilo femai@lal, quando este gira contra o
ligamento (HULSE & JOHNSON, 2002). Outro mecanisg® lesédo do LCC é a
hiperextensdo do joelho. Quando o joelho é hipene&do, o teto da incisura intercondilar
pode agir como uma faca e transeccionar o LCC (HEUESOHNSON, 2002).

Frequentemente, ambos os joelhos estardo afetgpdssuan ano do diagnostico
inicial (DOVERSPIKE et al., 1993). Ap0s a ruptura, a attico se torna instavel e

surgem alteragGes inflamatorias como, formacaosteEditos periarticulares, osteoartrose
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e lesbes meniscais, particularmente o medial (JGPWN& JOHNSON,1993; FOSSUM,
1997). Com isso, ocorre a redistribuicdo do pesparal, com a finalidade de aliviar a
articulacdo afetada, o que sobrecarrega 0 membrdrackateral, favorecendo a
degeneracéo do ligamento.

A ruptura do LCA, embora rara, esta associada wrmraiglo LCC (IAMAGUTI et
al., 1998). Pode ser dificil diagnosticar essasunag isoladas, a menos que um fragmento
de osso tenha sido arrancado da insercéo tibiaén@s o que pode ser observado nas
radiografias (MILLER III, 2007). Existem diversaggguisas sobre a biomecanica do
LCC, porém poucos estudos foram realizados solpecasiedades biomecanicas do LCA
(KOKRON, 1993), provavelmente por sua baixa ocanggnprincipalmente contraposta

pela frequéncia das rupturas do LCC.

Diagnostico

A incidéncia desta lesao, talvez ndo seja maior,falta de diagndstico correto
durante o exame do paciente, sendo esse diagnébsaseado, principalmente, nos
achados clinicos. Apoés a lesdo, os caes desenvalwemrocesso inflamatério agudo na
articulacédo, que resulta em dor (VASSEUR, 1998&po Isausa claudicacdo do membro
afetado, que diminui com o decorrer das semanaglaley cicatrizacdo dos tecidos
adjacentes (JOHNSON & JOHNSON,1993; MUZZI et a002®. O cao volta a apoiar
parcialmente o0 membro e esse apoio melhora comssapao tempo. Entretanto, num
determinado momento, o paciente apresenta um aeoldasionado pela instabilidade da
articulacdo e a claudicacdo tende a piorar aposxescicios. Isso acontece pelo
desenvolvimento das alteracbes degenerativas daulagio (VASSEUR, 1998;
PIERMATTEI & FLO, 1999; MUZZ| et al., 2003).

A movimentacado cranial da tibia em relacdo ao féswhamada de “sinal de

gaveta” e é aspecto diagnostico da afeccao do égarcruzado, que fica nitido nos casos
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de laceracdo completa do ligamento (BENNET & MAYQ9Z, DUELAND, 1998;
GAGLIARDO et al., 2004a). O ligeiro sinal de gavetanial pode ficar evidente em
casos de ligamentos estirados ou parcialmentealdagr mas esta situacdo apenas pode
ser apreciada com o paciente sob anestesia g&BINBT & MAY, 1997).

Para a realizacdo deste exame, posiciona-se onpaa@en decubito lateral, se
segura a extremidade distal do fémur com uma m&one a outra, apdia-se o dedo
indicador sobre a tuberosidade tibial e o polegaresa cabeca da fibula (MUZZI et al.,
2003). Enquanto o fémur é mantido estético, a #bieslocada no sentido craniocaudal,
obedecendo uma direcdo paralela ao platd tibialSSBUR, 1998; PIERMATTEI &
FLO, 1999; MUZZI et al., 2003). O teste é considergositivo, quando o deslocamento
da tibia em relac&o ao fémur for superior a 2mm Zdlkt al., 2003).

Existe ainda o teste de compresséo tibial (MUZZ&let2003; GAGLIARDO et
al., 2004), no qual o céo € posicionado no mesmoahi® anteriormente descrito, com o
membro voltado para cima. Uma mao é posicionadeegido distal do fémur e com a
outra mao, a articulacao tibiotarsica € suavemi@kmnada. Se o LCC estiver rompido, a
tibia sera projetada cranialmente em relacédo aarf@hUzZZI et al., 2003; GAGLIARDO
et al., 2004b).

As rupturas parciais, dificultam a deteccdo daaimbtiade articular ao exame
clinico, pois as fibras intactas do ligamento podiemitar a movimentacao cranial da tibia
(MUZZI et al., 2003). Resultados falso-negativosigro ocorrer em testes de gaveta
devido a fibrose periarticular associada a cas@si@rs ou em situacbes onde ha
contragcdo muscular do paciente testado, por fataethxacdo adequada (DUELAND,
1998; MUZZ| et al., 2003).

Exames complementares como as radiografias, devem realizados em
incidéncias antero-posterior e perfil (VASSEUR, 89®IERMATTEI & FLO, 1999;

SNIDER, 2000; MUZZI et al., 2003). As radiografie@m incidéncia antero-posterior sao
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realizadas, pois podem revelar avulsédo na inseiigi@b do ligamento cruzado cranial ou
ainda da margem capsular lateral da tibia (SNIDERO; PIEDADE & MISCHAN,
2007). Radiografias devem ser feitas em todos ssscae lesbes do joelho, sendo
fundamentais para afastar fraturas articularedpcl®entos epifisarios ou para detectar
pequenas avulsbes que poderdo caracterizar legdeatdreza grave (AMATUZZI &
ROSSI, 1992). Radiografias sob estresse ajudamiagnaktico de lesdo do ligamento
cruzado, pois a compressao tibial no momento damexaadiografico permite a
visibilizacdo do deslocamento cranial da tibia elagdo ao fémur, mesmo nos casos de
ruptura parcial do LCC (KOKRON et al., 1993; MUZ&l al., 2003; GAGLIARDO et al.,
2004a).

A centese articular e o exame do fluido sinovial séis para eliminar outras
afeccoes do joelho (HULSE & JOHNSON, 2002). O ldgusinovial € um dialisado do
sangue e sua analise laboratorial € um métodocprdgara diagnosticar processos
patolégicos das articulacdes (GRIFFIN & VASSEUR92)P sendo também utilizado para
avaliar o tratamento e o prognostico (JOHNSON & BISBN,1993). Pesquisadores
diagnosticaram sinovite linfocitaria plasmociti&LP) associada a ruptura de ligamento
cruzado cranial de um céo e tal diagnostico condazescolha do tratamento cirdrgico,
uma vez que as técnicas extra-capsulares séo igéoele suspeita ou presenca de SLP
(TATARUMAS, 2006).

O liquido sinovial fisioldgico é claro, viscoso, gsni teste de mucina positivo e
teste de fibrina negativo (FERNANDEZ et al., 1988).contagem global de células
nucleadas varia de 0 a 2990/Mm® tipo de células vistas sdo mononucleares @®4)
com predominancia de mondcitos e macrofagos e pgolicfibcitos e células sinoviais
(JOHNSON & JOHNSON,1993). Polimorfonucleares samsa apresentando-se em
porcentagem menor que 10 (FERNANDEZ et al.,, 1988)s rupturas do ligamento

cruzado, o liquido sinovial apresenta-se limpido arasionalmente turvo. A coloracao
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varia de amarelo a ligeiramente avermelhado (JOHNSQIOHNSON,1993), porém a
presenca de sangue no liquido sinovial pode sedalev ruptura de vasos durante a
artrocentese (GRIFFIN & VASSEUR, 1992). A viscosidae o volume podem estar
normais ou diminuidos (JOHNSON & JOHNSON,1993).

Em casos de ruptura do ligamento cruzado, o ligsidovial da articulagdo do
joelho pode permanecer dentro dos padrbes noromaasito aos aspectos macroscopicos.
Entretanto, ja se sabe que na avaliagcdo de caesesdbs a desmotomia do cruzado
cranial, o liquido pode apresentar caracterisiitdamatérias e padrdo ndo degenerativo
por até 90 dias (DE BIASI et al., 2001).

O exame artroscopico permitiu aos ortopedistas andg avanco no diagnéstico
das doencas articulares. Puderam ser detectadopregcisdo as lesdes internas do joelho
e, desta forma, adequar as condutas necessariasopdratamento das alteracdes
(AMATUZZI et al., 2007). Trata-se de uma técnical@scopica que demanda intenso
treinamento para a sua realizacdo e permite um exan em mindcias, que traz
informacdes significativas, capazes de ajudar &iddu as afeccbes articulares que
acometem a espécie canina. As diferencas entre agnaktico artroscopico e a
confirmacdo apds artrotomia, concentraram-se radafi€iacdo entre ruptura completa e
parcial do ligamento cruzado cranial e na afecg@ondnisco (TATARUNAS 2006). O
procedimento artroscopico tem sido considerado cdimgnostico definitivo, embora
exija grande habilidade técnica do artroscopistdeesua interpretacdo dos achados
(YAZAKI et al., 1995).

No ano de 1999, em um estudo, utilizou-se a armac para confirmar
diagndstico de leséo no ligamento cruzado cra@mlpacientes previamente submetidos a
tomografia computadorizada (YAZAKI et al., 1995; BAIVA et al, 1999).
Compararam-se os resultados dos exames de 10&teactom diagndstico sugestivo de

lesdo meniscal. Como conclusdo, obteve-se que ais@oe da tomografia
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computadorizada, em relacdo aos diagnosticos daglasartroscopia, foi de 91,7% de
acerto, atestando assim a sua eficacia (YAZAKLetl895). No entanto, esse ainda € um
exame de acesso restrito em medicina veterinaria.

Contudo, a artroscopia ndo se restringe apenas a@&xame diagnostico, mas
também uma alternativa cirdrgica de acesso minim&névasivo ao interior das
articulacbes (AMATUZZI et al.,, 2007; MILLER Ill, ZI¥Y). Em estudo prospectivo,
avalizaram-se 20 pessoas com ruptura de LCC. Derrntas foram submetidos a
correcao cirdrgica por via artroscopica e dez suioilo® & reconstrucdo aberta tradicional
por artrotomia (BOSCHIN et al., 2002). Os resuleadbtidos permitiram afirmar que a
reconstrucdo artroscopica foi capaz de reproduziresultados da reconstrucdo por
artrotomia, oferecendo reabilitacdo pds-operatwa menos dor e melhora da amplitude
de movimento e trofismo muscular mais aceleradtreEamto, isso ocorreu inicialmente,
uma vez que a partir do terceiro més as difereagae a maioria dos dados analisados
nao foram mais significativas (BOSCHIN et al., 2002

Os demais métodos diagndsticos incluem a ressanamagnética, que apesar do
elevado custo dos equipamentos, fornece dados eomaptares importantes ao
diagnéstico de ruptura dos ligamentos cruzados kegfes nas cartilagens e meniscos
(AMATUZZI & ROSSI, 1992; ROCKWOOD et al, 1994; MUZ#t al., 2003). Tem-se
ainda o exame ultra-sonografico, que permite abiNiiicdo dos tecidos moles
intracapsulares, sendo um método n&o-invasivo (ERLII, 2007; MUZZI et al., 2003).
Apesar de toda a gama de métodos disponiveis paliagmostico desta afeccdo, os
autores deste trabalho afirmam que ndo se dewar ewit tratamento cirdrgico por falta de
exames complementares mais sofisticados, ja quecomata avaliacdo clinica, com o
animal sob sedacdo, e o estudo radiografico simgi&s capazes de diagnosticar as

rupturas do ligamento cruzado.
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Tratamentos

As laceracbes do ligamento cruzado podem ser #sitgmbr procedimentos
cirdrgicos ou conservadoramente. O tratamento comder € melhor tolerado em
pacientes com massa corporal inferior a 10kg (VASSE1998). A aplicacdo de
bandagem e o confinamento por quatro a oito senfanaslatado com sucesso e funcao
satisfatoria na maioria dos cédes de pequeno pdASSEUR, 1998; PIERMATTEI &
FLO, 1999). A estabilizacdo cirurgica é recomendaaigueles de qualquer tamanho para
assegurar a funcdo 6tima (VASSEUR, 1998; HULSE &NSON, 2002), embora seja
realmente indicada nos caes de maior porte (BENNEMAY,1997).

Em estudo recente realizados em humanos, buscoespender as seguintes
questdes: “O tratamento cirdrgico € imperativoasid do ligamento cruzado cranial? Ha
lugar para o tratamento conservador?”. Foram rdasas mais modernas e conceituadas
obras nacionais e internacionais e ao final dodestafirmou-se que € possivel tratar
conservadoramente a lesdo do LCC e que, portantmatamento cirargico nédo €
imperativo. Afirmou-se ainda que quando indicaddratamento conservador deve ser
planejado considerando-se o grau de distensao rdaterda lesdo dos ligamentos
periféricos (AMATUZZI et al., 2007).

Alguns autores garantem que nao ha técnica cidrgjce estacione o
desenvolvimento ou a progressao da afeccdo artidélgenerativa (PIERMATTEI &
FLO, 1999). O que se espera, € gue ocorra menanedtoento com a estabilizacédo
cirdrgica do que sem a intervencdo (PIERMATTEI &;L1999). Apds o relato da
primeira técnica desenvolvida em 1952 por Paats@wea,foi a técnica de criacdo de
tuneis 6sseos no fémur e na tibia com posterigagesn de tira de fascia lata autégena
como substituto do LCC, varias técnicas de repard.dC vem sendo desenvolvidas

(VASSEUR, 1998).
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A terapia cirargica divide-se em técnicas de rettungdes intra e extra-articulares
do ligamento cruzado cranial, sendo técnicas qugpadilham igual popularidade entre
os cirurgides veterinarios. O método escolhido pangpaciente especifico € uma questao
de preferéncia do cirurgido, visto que os estudospectivos tém mostrado o indice de
éxito proximo a 90%, independente da técnica (WARZ& al., 2001; HULSE &
JOHNSON, 2002; SCHULZ & STIFLE, 2007).

Os métodos extra-articulares envolvem grande vadiedde técnicas de
estabilizacdo para a articulacdo do joelho defieiedo ligamento cruzado cranial
(TOMLINSON, 2001). A maioria delas utiliza sutura drosso calibre para diminuir a
instabilidade articular (figura 3). Estas abordag&mcionam melhor em cées de racas
menores, pois frequentemente tém sido consideiadassfatorias em animais de porte
maior e atletas com ruptura deste ligamento (PIERVEA & FLO, 1999). Conferem
estabilidade articular devido ao espessamento elndos periarticulares em resposta ao
procedimento cirdrgico e as suturas implantadasGEARDO et al., 2004). A fibrose da
capsula articular e estruturas adjacentes, edaiili parcialmente a articulacéo
(VASSEUR, 1998; MUZZI et al.,, 2003), mas ndo suéfitemente para impedir sua
deterioracéo continua (PIERMATTEI & FLO, 1999; ZARPGNO, 2007a).

Apoés a descoberta do envolvimento do angulo dd platal na predisposicédo a
ruptura do LCC, foi desenvolvida a técnica cirtagde osteotomia niveladora do platd
tibial (TPLO), que consiste na osteotomia, rotag&@stabilizacdo da porcdo proximal da
tibia, alterando a mecanica da articulacdo parer @stabilizacdo pela restricdo ativa da
articulacéao do joelho (ZAMPROGNO, 2007b).

Pesquisadores observaram que a sutura extra-capsukstabilizacdo lateral e a
TPLO em céaes, apresentaram resultados similaregperisres a estabilizacéo intra-
articular (CONZEMIUS et al., 2005). A técnica deenriigacado extra-capsular fémoro-

fabelo-tibial é eficiente na estabilizacdo imedidéaarticulacdo de cdes com ruptura do
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LCC, oferecendo recuperacédo funcional ao reduzileslocamento cranial e a rotacao
interna da tibia, porém ndo impede a progressamsidmartrite (ZAMPROGNO, 2007b).

Em um estudo, utilizou-se a fascia lata autdgemaocestabilizador extra-articular do

joelho de cées de grande porte e o0s autores dtivezonclusfes idénticas aos
pesquisadores anteriormente citados (CONZEMIUS ,2@05).

As técnicas extra-articulares sado consideradasajemais em cdes de menor porte
(VASSEUR, 1998; PIERMATTEI & FLO, 1999) e necesaariquando ha lesdo
ligamentar crbnica, pois as alteracOes existergatra da articulagdo criam um ambiente
adverso para a utilizacdo de uma técnica de rapaesarticular (PIERMATTEI & FLO,
1999).

A reconstituicdo intra-articular consiste em substanatomicamente o ligamento
cruzado, passando tecido autdgeno, homogeno ouiahaiatético atraves de orificios a
trépano feitos previamente no fémur e/ou na tiBARUSTINO, 1996; IAMAGUTI et al.,
1998; VASSEUR, 1998; HULSE & JOHNSON, 2002; FAUSTIN2003; SALBEGO et
al., 2007). Um examia vitro de varios métodos de reparacéo indicou que osagpara-
articulares resultam em movimentacéo articular rpaiima do fisiolégico do que os
extra-articulares. Sendo assim, € o método indipada caes acima de 17 kg, ja que esses
dependem mais da estabilizacédo cirurgica do queEies pequenos. Cabe lembrar, que a
estabilizacdo intra-articular € especialmente butic na lesdo aguda do animal atleta
(PIERMATTEI & FLO, 1999).

Os problemas vinculados a utilizacdo de enxertaé@scas intra-articulares sao:
na fase de remodelamento, na qual o enxerto poientlr ou afrouxar caso o0 pos-
operatorio ndo seja satisfatorio (GAGLIARDO et 2004b) e o local de insercao, onde ha
grande dificuldade de se encontrar os pontos iswmogt(VASSEUR, 1998). Existem
controvérsias na literatura em relacdo a area mameétrica do LCA (KOKRON et al.,

1993). Avaliaram-se doze artigos que estudavanoradtricidade do LCA e concluiu-se
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sobre a importancia da correta insercédo do implasggecificamente no fémur (KOKRON
et al., 2001). Observou-se que quando ha modiftcagdinsercédo do ligamento na tibia,
isso resulta em pequenas alteracdes na isometl&gidanquanto as mudancas da
localizacdo de pontos no fémur podem causar gramdeacfes da isometricidade,
exigindo, assim, maior cuidado na fixacdo dos imels ou perfuracdo de tuneis no fémur
(KOKRON et al., 2001).

Os implantes intra-capsulares, podem ser biolédmoslogos ou conservados) ou
sintéticos. Em geral, os enxertos biolégicos né@@ssde um periodo minimo de 20
semanas para serem revascularizados e sofrerapléibia com consequente organizacao
de colageno. Os materiais mais frequentementezaditis para a reconstrucdo do
ligamento sdo os aloenxertos constituidos de tepdéelar (CAMANHO & VIEGAS,
2001; FAUSTINO, 1996; VASSEUR, 1998, SALBEGO et 2007), fascia lata (figura 4)
(IAMAGUTI et al., 1998, VASSEUR, 1998; PENHA et.,a2007), ou de combinacdes
destes dois materiais (VASSEUR, 1998).

A bibliografia cita a utilizacdo do tenddo do mdecwsemitendinoso como
substituto do LCC de coelhos (PEREIRA et al., 2080pmetidos a teste de tracdo apos a
eutanasia dos animais, verificou-se integracao rde@réo nos tuneis femoral e tibial.
Contudo, os autores esclarecem a intencdo da oatdade desse estudo para uma
utilizacdo futura do material em cées. Outro esutdizou enxertos autélogos de tenddes
flexores do joelho na reconstituicdo do LCA e conclque a utilizacdo de duas bandas
permitiu uma melhora da frouxiddo em 80% dos paeger afirmou que o uso dos
tenddes flexores facilitou a reabilitacdo pos-ojieia (FAUSTINO, 2003).

Os enxertos autdégenos tém a conveniéncia de a@#etdiretamente do paciente
(figura 4) e apresentar auséncia de resposta inRmoem, a grande desvantagem é a
resisténcia inferior, quando comparada com o ligagmenatural (VASSEUR, 1998).

Avaliaram-se 35 caes submetidos a reconstrucadCdd dom fascia lata unipediculada e
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0S autores concluiram, através de exames subjetoyos esta técnica permite boa
estabilizacdo das superficies articulares e perrmitaperacdo completa da capacidade
funcional do membro afetado (IAMAGUTI et al., 1998)

Os enxertos homologos tém a vantagem de poderemokados em grandes
guantidades. No entanto, a desvantagem da utiizde&se tipo de enxerto é a resposta
imune gerada e a inconveniéncia da coleta e arraamsto (VASSEUR, 1998). Em
pesquisa recente, utilizou-se a glicerina a 98%oreservacdo de segmento teno-0sseo
homologo de patela (SALBEGO et al., 2007). Obsems®ugque a conservacdo dos
implantes por 30 dias o cuidado de reidratacda2gdnoras em solucéo salina com iodo
povidine e o uso profilatico de antibidtico, asgagam auséncia de infeccdo e sinais
clinicos ou histologicos de incompatibilidade comeceptor.

Em outro estudo, substituiu-se experimentalmenteCG de caes por pericardio
bovino conservado em glicerina 99,5%. De acordo osmesultados dos exames clinicos
e radiograficos, o pericardio bovino nao conferistabilidade articular, levando,
consequentemente, ao processo degenerativo, e ®d® ger recomendado como
xenoenxerto para a substituicdo do ligamento cauzadnial de cdes (BRENDOLAN et
al., 2007).

Os materiais sintéticos oferecem a conveniéncidigj@onibilidade em condicdes
simples de armazenamento, auséncia da morbidadeiads a coleta do enxerto, e a
capacidade de planejar a protese sob medida. A&seem usados como enxertos, 0s
materiais sintéticos podem ser usados junto coengertos biolégicos com o intuito de
proteger ou fortificar (CAMARGO et al., 2001). Dentestes materiais estdo o poliéster
(COHEN et al., 1994; SILVA & MUNIZ et al., 1994; FLHS, 1995; FARAH et al., 1997;
CAMARGO et al.,, 2001), o nailon (OLIVEIRA et al.,0@3), teflon, polipropileno

(GOISSIS et al., 2001) e a fibra de carbono (FAR&HI., 1997).
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Vinte e dois pacientes que utilizaram implantefiaial para o tratamento da
instabilidade crénica do joelho, foram avaliadosicamente e concluiu-se que o
ligamento artificial de poliéster trancado, quanadicado adequadamente em pacientes
selecionados, proporciona bons resultados (FARAHI.et1997). Também associou-se
material sintético (fio de mononailon) no reforce dnplantes biologicos (tendé&o
homologo) conservados em glicerina 98%, porém awgernao se tratar de um substituto
confiavel para a correcao da ruptura do LCC em,ad®sgdo a ruptura do material por
fadiga (OLIVEIRA et al., 2003).

Estudos anteriores ja informavam esses resultaztosagaliacdo a médio prazo de
pacientes com proteses de poliéster na reparadésatacronica do LCC (CAMARGO et
al., 2001). Concluiu-se que a implantacédo de pedStéigamentares, para reconstrucdo do
LCC, leva a resultados inicialmente satisfatormpse tendem a deteriorar-se em médio
prazo. Por essa razdo, quase sempre € Util comamaeconstituicdes intra e extra-
articulares de modo que aumente o grau de estatdlizarticular (HULSE & JOHNSON,
2002).

Com o objetivo de evitar complicacdes durante dopler pos-operatorio, alguns
cirurgibes optam pela imobilizacdo do membro operaBara isso, existem as
imobilizacbes externas, como as muletas de ThoREBIKIA et al., 2007) e as ataduras
de Robert Jones (PIERMATTEI & FLO, 1999) ou as rimés, como a transfixacédo
percutanea (Ehmer-Kirschner) (SALBEGO et al., 200d) a olecranizacdo da patela
(SILVA & MUNIZ, 1994). Essas imobilizacbes tempaed da articulacdo garantem a
integridade dos implantes, contudo podem resultargeaus consideraveis de rigidez
articular apos a retirada dos aparelhos de fixacao.

O fato de se imobilizar a articulacdo dificulta @idado pos-operatorio,
comprometendo o funcionamento da articulacdo. dssisa aderéncias intra-articulares e

nao permite que o préprio animal inicie o apoiaeEmbro ao solo voluntariamente. Cabe
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ressaltar que a articulacao livre, favorece tamioétrabalho do fisioterapeuta, o qual

oferece importante suporte adjuvante ao tratanuedses pacientes (VEIGA et al., 2007).

Terapia celular

As terapias celulares prometem, de forma parci@pgyr respostas ao que era
considerado um desafio. O tratamento com célutastr, também conhecido como
medicina regenerativa, propde o reparo ou a sulgstd de tecidos que sofreram alguma
leséo ou degeneracéo (OLIVEIRA, 2008).

As primeiras células-tronco adultas identificadasomc carater de
pluripotencialidade foram as do sistema hematojgoiégue derivam de uma Unica célula-
mae, totipotente, denominada célula-tronco hema&tipa, de modo que todas possuem
uma origem comum (LIANG & BICKENBACH, 2002). Esseélulas-tronco tém como
caracteristica principal a capacidade de auto-m@eg#ay e a pluripotencialidade (LIANG &
BICKENBACH, 2002).

As células da medula 6ssea podem sofrer dois gsose de diferenciacdo: as
células mononucleares (indiferenciadas) e as nugldares. Dentre as  células
mononucleares, existe a hematopoiética, q@gnara células do sangue (linfocitos,
eosinofilos, basofilos, neutrofilos, células vernas e plaquetas) e a mesenquimal, que
podera originar células musculares, hepatocibeseocito, tecido adiposo, condrocitos
e estroma (SOUZA et al., 2005).

A utilizacdo de células de medula 0ssea de indoddadultos abriu um novo
horizonte na medicina reparadora, (por ndo envohgeruestdes filosoficas, éticas e
religiosas observadas com a utilizacdo de célutessd embrionarias) onde nédo ha
possibilidade de rejeicdo imunoldgica (ja que dslag sdo autdlogas) nem a necessidade
de estoque de células em bancos de tecidos (j& ga®que aparentemente € inesgotavel

e ainda é possivel expandi-las em cultura) (MOT&.e2005).
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ApoOs estimulo apropriado, surge um compartimentedelas ja comprometidas
com uma determinada linhagem hematolégica: asastformadoras de colonias (CFC),
que sao reconhecidas morfologicamente como as rgeas imediatas das diversas
células maduras presentes no sangue periferic& BRA, 2000). Estas células possuem
capacidade de se diferenciar de acordo com o nmlweate local e migram sempre
atraidas por fatores da inflamacdo aguda (SOUZAI.et2005). Nos ultimos anos, a
utilizacdo de células-tronco através do transpldetenedula 0ssea, tem se tornado cada
vez mais comum (GALLACHER et al., 2000; CUTLER & ANN, 2001).

A plasticidade das células-tronco adultas (CTA@mefse a capacidade das mesmas
de originar diferentes tipos de células maduraaheSe hoje que a plasticidade deste tipo
celular, que originalmente era considerada muitstrita, € bastante consideravel.
Diferentes tipos de CTA apresentam diferentes sgrale plasticidade, desde muito
baixo (como as CT epiteliais) até muito alto (coms CT mesenquimais). Os
mecanismos responsaveis por essa plasticidadesé@d ainda bem determinados
(NARDI, 2004).

Grupos de pesquisa em terapia celular, tém endmntliferentes resultados, dando
origem assim a uma controvérsia ainda ndo resolvigiaquanto alguns sugerem que
CTAs podem realmente se transdiferenciar (istoomginar tipos celulares diferentes
dos que constituem o 6rgdo onde residem), outriosah que esses resultados séo
artefatos da metodologia empregada ou originamasdugdo das células-tronco com
células ja diferenciadas presentes nos orgaoqd&BDI, 2004).

Outra incerteza € o melhor local de administrag®aglulas-tronco. Diversas vias
de administracdo foram utilizadas experimentalmesgado que, até agora, nao se
comprovou qual seria a melhor, e ndo se sabe sFidaxatamente um namero minimo

ou maximo de células a serem utilizadas (OTERQ.eR2@09). Ha indicios de que uma
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maior quantidade de células foi encontrada quarstias foram administradas pela via
intra-lesional (ANDERSON et al., 2005)

Mais recentemente, pesquisas tém ressaltado aténp@ da concentracdo de
células da medula 0ssea para a eficacia da teldBRNIGOU et al. (2005) trataram 60
pacientes que apresentavam nao-unido O0ssea naedddi tibia, com concentrado de
medula éssea autologa, onde 300 ml de medula foedozidas a um volume de 50 ml
atraveés de centrifugacédo e separacao celular, peceado apenas a fragdo mononuclear
da medula déssea. Esse concentrado foi injetadoutpeamente no tecido fibroso
interfragmentar, no foco da ndo unido. Foi obsexvasiersdo da ndo unido e consolidacao
0ssea em 53 casos, onde foi injetado um numerdé fogenitores/cm3 e em torno de
54 CFU-Fs (colony forming units). Entretanto, nesespacientes que néo apresentaram
boa resposta a terapia celular, a injecéo foi @émap 634 progenitores/cm3 e 19 CFU-Fs,
quantidade considerada pelos autores insuficierdea promover a reversdo da
enfermidade em questdo (ZAMPROGNO, 2007a).

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) derivadasmédula 0ssea, do cordao
umbilical ou, até mesmo, do sangue periférico, poder identificadas com o auxilio
de um anticorpo monoclonal dirigido contra o getio de superficie CD34 (NAKAGE
& SANTANA, 2006). Na medula Ossea, as células Cp®sitivas (+) representam,
apenas, 1 a 2 % das mononucleares, porém sdo sag@agar origem aos precursores de
todas as linhagens hematopoiéticas, evidenciarttibéidade das CTH de reconstituir a
hematopoiese em primatas, camundongos e caesnapldssupressdo (NAKAGE &
SANTANA, 2006).

A porcentagem média de células CD34 + € 10 a 1&%nedula Ossea de caes
com duas a trés semanas de idade e menos de &édula 6ssea de cdes com mais
de trés meses de idade (NAKAGE & SANTANA, 2pdBortanto, a porcentagem de

células CD34 + de caes declina com a idade.
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O estudo da regeneracdo da articulagcdo do joelhm, @u sem lesdo do 0sso
subjacente, ha muito vem sendo objeto de preocamhgsiortopedistas (CAFALLI et al.,
1993). Acreditava-se que a cartilagem articular sptss pequena capacidade de
regeneracdo em resposta a diferentes tipos de, lesé&w o0 atrito e a instabilidade
provocada pela ruptura do ligamento cruzado (PRIDIE59, VASSEUR, 1998).
Trabalhos mais recentes, entretanto, demonstraraen aj cartilagem é um tecido
metabolicamente ativo e apresenta capacidade pestasa alguns estimulos, melhorando
seu processo de reparacao (WANG et al., 2005).

GONCALVES et al. (2008) sugerem que o tratamenta salfato de condroitina
estimula a atividade metabolica do condroécito, mimando as lesdes ocorridas durante a
doenca articular degenerativa (DAD). ARIAS et 20(3) demonstraram diminuicdo do
processo inflamatorio articular de paciente trasamiom a associacao de acido hialurénico
e sulfato de condroitina. Entretanto, afirmam qaedbicios similares sdo obtidos com a
estabilizacdo cirdrgica como unico tratamento, snde ndo haver diferenca quando se
emprega essa associacdo medicamentosa e substdoiggamento rompido. Nao se tem
resultados com células-tronco intra-articular caoadjuvantes no tratamento da DAD.

O potencial das células tronco esqueléticas com@nientas de engenharia
tecidual ja é uma realidade, entretanto, o usoadesslulas para corrigir processos
patolégicos, estd longe de ser uma realidade alieicesconde mecanismos ainda

desconhecidos pela comunidade cientifica.
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Figura 1 — Imagens representativas dos ligamemtzados cranial (LCC) e caudal (LCA) na

visdo cranial (direita) e lateral (esquerda).

Figura 2 — Imagens representativas do LCC rompRkrcebe-se a projecao cranial da tibia em

relacao ao fémur quando ha ruptura do LCC.
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Figura 3 — Técnica extrarticular utilizando sutura de grosso calibre mhnainuir a instabilidade articula
Os pontos de ancoragem do fio: sutura atras ddafébe fémur) e orificio criado na crista da tifseta.

(Créditos: DanielCurvello de Mendonga Mille

% £,

—

Figura 4 —Cao, da raca Pit Bull, com ruptura do ligamentazado cranial Seqiiéncia da técnica in-
articular de substituicdo do ligamento cruzado iatacom retalho unipediculado de fascia lata. Ej
observase a delimitacédo da fascia lata. Retalho unipediculado de fascia lata isolado dacoiatura. (C
Imagem do novo ligamento emergindo do orificio esafonado no fémur. (D) Resultado final da su
cutanea ap0s correcao intagicular do ligamento cruzado cranial com retalngediculido de fascia lata.

(Créditos: DanieCurvello de Mendonca Miille
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RESUMO

A ruptura do ligamento cruzado (LC) é uma lesagmbaticada em grande parte
dos cédes com problemas articulares, sendo a caasacomum de afeccdo articular
degenerativa da articulacao do joelho. Este trabalijetivou avaliar clinicamente a acao
da malha de polipropileno como unico substitutdigeamento cruzado cranial e caudal de
cées, ressaltando particularidades da técnica @muosta. Foram utilizados 20 caes,
submetidos a desmotomia unilateral dos LC craniahwdal. Vinte e um dias apos a
ruptura, todos foram tratados cirurgicamente pélanita de reducdo aberta, com o
implante de polipropileno substituindo apenas anignto cruzado cranial (LCC). A
técnica proposta demonstrou rapida execucao e uhss@cacao de tecidos moles, retorno
precoce a deambulacéo, resisténcia adequada danita@em associacdo de imobilizacéo
externa e auséncia de reacdo articular até osa8@ldipds-operatoério.

Palavras-chave Implantes; articulac&o; ruptura de ligamento adaw
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ABSTRACT

The ligament rupture (LC) is a lesion diagnosedost dogs with joint problems,
and the most common cause of degenerative joitades of the knee joint. This study
aimed to evaluate clinically the action of a potypylene mesh as the only substitute for
cranial cruciate ligament and flow of dogs, hightigg features of the technique proposed
here. Twenty dogs underwent unilateral desmotongranrfial and caudal LC. Twenty-one
days after the break, all were treated surgicajiybe technique of open reduction, with
implantation of polypropylene replacing only themial cruciate ligament (CCL). The
proposed technique has shown rapid implementationi@v soft tissue dissection, early
return to ambulation, adequate strength of the amiplwithout associated external
immobilization and lack of joint reaction until @ays after surgery.

Key words: Implants; joint; cruciate ligament rupture

INTRODUCAO

A ruptura do ligamento cruzado cranial (LCC) é utaa lesées mais comuns no
membro pélvico, sendo uma importante causa de&deaticular degenerativa da
articulacéao do joelho de céaes (BRINKER et al., 29B8tudos sugerem que caes jovens
de racas mais ativas e os animais acima do pesal(MR et al., 2008) podem ser
predispostos a ruptura, porém o sexo ndo é umdaterminante (BENNETT & MAY,
1997).

O LCC, denominado pela posicéao relativa de suagésdibial, esta sob alto risco
quando forcado na hiperextenséo da articulacaorpiara permite a translacao cranial
da tibia com relacao ao fémur (DYCE et al., 199XKNBVELL et al., 2005). Alguns
pesquisadores afirmam que n&o ha técnica cirlggieaestacione o desenvolvimento ou a

progressao da afeccao articular degenerativa. Geespera, € que ocorra menor
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acometimento com a estabilizacdo cirargica do que&intervencao (PIERMATTEI &
FLO, 1999).

A reconstrucao intra-articular consiste em sulistoatomicamente o ligamento
cruzado cranial, passando tecido autélogo, homabogmaterial sintético através de
orificios a trépano feitos previamente no fémuueia tibia (FAUSTINO, 1996;
IAMAGUTI et al., 1998; VASSEUR, 1998; HULSE & JOHNI®I, 2002; FAUSTINO,
2003; SALBEGO et al., 2007). Um exarmnevitro de varios métodos de reparacao indicou
gue os intra-articulares resultam em movimentagémusar mais normal do que os extra-
articulares. Por isso é o mais indicado para cdsdssdo aguda do animal atleta
(PIERMATTEI & FLO, 1999).

Os materiais sintéticos oferecem a conveniéncidigjaonibilidade em condicdes
simples de armazenamento, auséncia da morbidadeia$s a coleta do enxerto e a
capacidade de planejar a protese sob medida. A&seem usados como enxertos, 0s
materiais sintéticos podem ser usados associaganaertos bioldgicos, com o intuito de
proteger ou fortificar (CAMARGO et al., 2001). HOTéi al. (1985) utilizaram enxerto
autologo associado a tiras de polipropileno nasec¢des intra-articulares de ligamento
cruzado cranial, e obtiveram melhores resultad@tgua frouxiddo e sinais clinicos e
radiograficos no grupo com polipropileno associad@&nxerto. Condromalécia patelar foi
observada em ambos o0s grupos, mas nenhuma reagé&tsaado implante sintético foi
identificada (HOTH et al., 1985).

O objetivo deste trabalho foi avaliar de forma ickn a acdo da malha de
polipropileno como Unico substituto do ligamentazado cranial e caudal de céaes,

ressaltando particularidades da técnica aqui ptapos



36

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 20 cées adultos, provenientes dotéiBo Central da
Universidade Federal de Santa Maria, com massa@nmmedio de 7,73 + 2,57 kg. Todos
foram submetidos a exames radiograficos do meml@gicp direito, na busca de
alteracOes preé-existentes. Os animais foram degvadms, e passaram por um periodo de
adaptacdo minimo de 20 dias. Todos eles sofreramatemia dos ligamentos cruzados
cranial e caudal, por meio de artrotomia do meng#lvico direito, 21 dias antes da
correcao cirargica.

Para tanto, apos devidamente preparados para edomanto cirdrgico, 0s animais
receberam a medicacdo pré-anestésica, compostaldatonde acepromazina (0,05 mg
kg' via intramuscular [IM]) e citrato de fentanila (5 kg* IM), seguida, apés 15
minutos, de inducdo anestésica com propofol (4mg @ intravenosa [IV]) para
aplicacdo da anestesia epidural. A analgesia tpestéria foi obtida pela acdo da
epidural de cloridrato de lidocaina 2% (0,125 mi‘kgssociada a cloridrato de
bupivacaina 0,5% (0,125 ml Ky

Realizou-se a inciséo lateral a patela, até alzedarcapsula articular. Deslocou-se
a patela medialmente e com a articulacdo sob flax@ima, identificaram-se os
ligamentos cruzados. Com o bisturi, seccionaramsstuas bandas do LCC e o ligamento
cruzado caudal (LCA), sem a remocao dos mesmoapsutorrafia se deu com padréao de
sutura em Wolff, seguido de sutura continua simpledecido sub-cutaneo e Wolff na
pele. Os fios utilizados foram mononailon n° 3-€da poliglicélico n® 3-0 e mononailon
n° 3-0 respectivamente.

Os céaes receberam medicacéao antiiflamatéria compastparacoxibe (0,2 mg kg

! IM) durante cinco dias. Foram separados em doigag, conforme o tempo de avaliacdo
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pos-operatoria (PO) sendo os animais do grupo Aliaos macroscopicamente por
artrotomia aos 50 dias PO e os do grupo B, aosa30 d

A malha de polipropileno foi preparada composta poatro camadas, nao
permitindo evidéncia de bordas desfiadas ou alasssonforme demonstrado na Figura
1. Convencionou-se a largura final da malha dend,3uturada ao centro com fio de
polipropileno niumero 3-0. Como comprimento padré@ondplante, adotou-se o de 16 cm,
e estes implantes foram autoclavados e estocattopgréodo maximo de 25 dias.

Vinte e um dias apés a desmotomia, procedeu-se r@céo cirdrgica. A
medicacdo pré-anestésica constou de maleato deoawepna (0,05 mg khvia IM) e
citrato de fentanila (5 pg Kgvia IM), seguida, apés 15 minutos, de inducéo @seEsn
com propofol (4mg kg via IV). A manutencdo da anestesia se deu com drajot
vaporizado em circuito semi-aberto com oxigénicanlgesia trans-operatéria foi obtida
pela acéo da epidural de cloridrato de lidocaina@%®5 ml kg') associada a cloridrato
de bupivacaina 0,5% (0,125 mlRgadministrado ap6s a inducdo anestésica. Noderio
pds-operatério, a analgesia foi assegurada contidts de tramadol (4 mg Kgvia IM) e
paracoxibe (0,2 mg kgvia IM) durante cinco dias. A oxacilina sodica (8@ kg* via IV)
foi utilizada como profilaxia antimicrobiana, 30mitos antes do procedimento cirargico.

A cirurgia consistiu de acesso lateral a articidada joelho direito mediante
incisdo desde o terco distal do fémur até a tuibads tibial, abertura da capsula articular
e luxacdo medial da patela (Figura 2A). Os resqgsidios ligamentos rompidos foram
identificados, fixados com uma pinca Halsted e sadws com lamina de bisturi. O tecido
adiposo infra-patelar foi mantido integro. Perfusauo fémur com broca de videa niamero
3,5mm, no sentido médio-lateral da articulacdo,farome demonstrado na Figura 2B.
Depois de introduzido o implante ao longo desteeltigsseo (Figura 2C), fixou-se a
extremidade proximal do implante a epifise distaf&@nur, com uma cerclagem de fio de

aco cirargico 2mm, fixando o material em dois motagn
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No fémur, perfurou-se a epifise distal em seu poné&io e o fio de aco foi
passado dobrado, deixando uma alca para a colodacéoplante. As extremidades do
fio, emergidas na cortical oposta, retornaram psme&m fechadas sobre o implante,
percorrendo uma dorsal e a outra ventral ao fékigufa 2D).

A borda superior do implante foi dobrada e sutuaeestante da malha com dois
pontos isolados de fio mononailon, formando umed’aé acomodando o n6 do fio de aco
(Figura 3). A tibia foi perfurada no sentido centnedial e a malha foi transpassada por
este orificio. Com o membro em extensdo, a fixagéodeu pela colocacdo de uma
hemicerclagem de fio de aco, conforme Figura 2D.rrigdu-se a articulacéo
abundantemente com solucdo salina isotbnica, atdeseducdo da luxacdo patelar.
Procedeu-se a sintese da capsula articular comdimnailon 3-0 em pontos de Wolff,
enquanto o membro foi mantido em extensdo. Apossutorrafia, o implante foi
tensionado até sua extensdo maxima para a postixegdo a tibia com uma
hemicerclagem no sentido proximal-caudal, confomheenonstrado na Figura 2D. A
reducdo do espaco morto ocorreu com sutura contuilizando-se fio de &cido
poliglicolico 3-0 e a pele foi suturada com fio neoailon 3-0 em pontos de Wolff.

Este estudo baseou-se em avaliagdes clinica egratiea. A avaliacdo clinica
constou de observacéo visual da locomocéao, dorrdpoiacdo do membro, presenca de
crepitacdo e teste de instabilidade articular comnional anestesiado, todos conforme
tabelas sugeridas por PENHA et al. (2007). A intleglte do implante foi avaliada
cirurgicamente por artrotomia do membro aos 50 &li@® pos-operatorios, conforme a
distribuicdo dos grupos, quando também coletoigsédio sinovial para analise.

No estudo radiologico avaliou-se o crescimento dealguer estrutura intra-
articular no dez primeiros animais operados, adiutas® como critério, os graus: (0) Sem

alteracédo da superficie articular; (1) Irreguladielala superficie articular; (2) Saliéncia da
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superficie articular com leve projecao radiopa8a;Saliéncia da superficie articular com
acentuada projecéao radiopaca.

Utilizou-se para a afericdo do movimento articulacomparagcdo com o membro
contralateral (sadio). Considerando o0 membro samhmm movimentacdo ausente,
dividiram-se 0s escores em: ausente (sem movindojtacdiscreto (discreta
movimentacdo cranial da tibia em relacdo ao fénmurnoderado (movimentacao
acentuada da tibia), semelhante a avaliacdo de RE\HI. (2007). Considerando que na
auséncia de ambos os ligamentos a articulacéo empaese acentuadamente instavel,
percebeu-se que um unico implante foi capaz deuest a dinamica articular, com

excecao dos trés animais que apresentaram comjmoenét do implante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica se mostrou de facil execucdo, exigindacpodissecacdo da regiao
operada e minima utilizacdo de instrumental eslieai. Isso facilita a sua realizacéao
fora dos grandes centros cirargicos. O tempo meeliarurgia foi de 55,8 + 8,34 minutos,
0 que permitiria que todo o procedimento fosseizadb sob acdo da anestesia epidural,
diminuindo os riscos e 0s custos anestésicos.

Optou-se pela desmotomia tanto do ligamento cragu@nto do caudal, para
avaliar a acdo mecanica do implante de polipropileomo Unico estabilizador intra-
articular do joelho. A correcao foi realizada 2asdapos a ruptura, conforme preconizam
SILVA & MUNIZ (1994). Esses autores informam quecasirgias corretivas realizadas
precocemente em suas rotinas foram as que apnesantaaior nimero de complicacdes
poOs-operatorias.

Quanto a técnica cirurgica propriamente dita, peelelestacar a forma de fixacéo
do implante. No fémur o implante foi fixado duagze® sem que houvesse excesso de

material. Além disso, o fato da cerclagem ser féahsobre o implante garantiu que
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quando este fosse dobrado (Figura 3B), o n6 dadéicaco permanecesse protegido,
evitando lesdes aos tecidos adjacentes. A dupdgdix ao fémur permitiu ainda que o
implante fosse tracionado, sem risco de rupturaa peer fixado a tibia com a
hemicerclagem. O fato de a tibia ser um osso tiangm sua diafise proximal, fez com
que se evitasse a realizacdo da cerclagem conggletdor do 0sso, pois além de instavel
nesta regido, estrangularia uma grande porcédo mans@ptou-se pela fixacdo em “U”,
sendo tracionado na por¢cdo medial do membro, acandodse o né contra 0 0sso. Nao
houve ruptura de nenhuma fixacdo, tanto no fémantguna tibia, durante o periodo de
avaliacao dos 20 animais operados.

Os problemas vinculados a utilizacdo de enxertas t@anicas intra-articulares
ocorrem na fase de remodelamento, na qual o engede deformar ou afrouxar caso o
pos-operatorio ndo seja satisfatério (GAGLIARDO agt 2004). Na busca de evitar
complicacbes neste periodo, alguns cirurgibes oppata imobilizacdo do membro
operado. PENHA et al. (2007), ap0Os utilizarem fadata autdgena na correcdo do
ligamento cruzado rompido, imobilizaram o membropds-operatério com muleta de
Thomas modificada, durante 14 dias, em todos agmas, sendo que apenas um animal
(7%) apresentou ruptura cinco semanas apos o pnoeeth. SALBEGO et al. (2007),
apos substituirem o ligamento cruzado cranial és pér segmento teno-6sseo homalogo
conservado em glicerina a 98%, imobilizaram a adigdo por quatro semanas, pelo
método de transfixacdo percutanea (Ehmer-Kirschrigsja imobilizacdo garantiu a
integridade de todos os implantes até 0 momentodgesia, contudo resultou em um grau
consideravel de rigidez articular apos a retiranlaghrelho de fixacdo aos 30 dias de pos-
operatorio.

No experimento aqui relatado, ndo houve qualquesbilimacdo externa da
articulacédo ao longo dos 90 dias de avaliacdo. fmaas foram mantidos em gaiolas

individuais, contudo eram soltos em solario porsduezes durante o dia, todos juntos,
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sem qualquer restricdo da movimentacédo. O fatd@desa imobilizar a articulacdo, facilita
0 cuidado pos-operatorio, preservando-se a fungdarticulacdo, evitando aderéncias
intra-articulares e além de permitir que o pré@andmal inicie 0 apoio do membro ao solo
voluntariamente. Cabe ressaltar que a articulaig@e, favorece também o trabalho do
fisioterapeuta, o qual oferece importante supatjevante ao tratamento desses pacientes
(VEIGA et al., 2007).

A média do tempo de retorno ao apoio do membrmbmfsi de 8,85 + 4,43 dias.
Este dado refere-se ao inicio da utilizacdo do mentdonsiderando os diferentes graus de
claudicacéo, incluindo o apoio apenas quando eatast Tal dado torna-se de extrema
importancia, considerando que segundo VEIGA e{28l07), o trabalho de reabilitacéo
deve priorizar a flexdao e extensdo articular panpedir a perda de amplitude do
movimento. A utilizacdo do membro ao caminhar € unowvimentacdo ativa e envolve
movimentos de flexdo e extensao, portanto, preadeio apoio € desejada e é sinbnimo
de reabilitacao.

Dos 20 animais operados, dois (10%) apresentarammplante rompido no
momento da artrotomia e um (5%) apresentou o inplgrarcialmente rompido.
Considerando que esses resultados partiram dg&itwende somente um dnico implante
substituiu os dois ligamentos (cranial e caudatjedita-se que quando o material for
empregado em associacao ao ligamento caudal insggesentara uma estabilidade ainda
maior. Pelo mesmo motivo, foi observado movimentdogadveta discreto no membro
operado de 17 animais e moderado nos trés queeapaemm alteracdes fisicas do
implante.

MENDENHALL et al. (1987) utilizaram protese trangade polipropileno em 17
cées, e tiveram como resultado ruptura parcialotal tle todos os implantes até os 10
meses. Atribuiram o insucesso a viscoelasticidadessiva do dispositivo e a falha por

fadiga. Ainda assim, cabe ressaltar que o implatiizado na pesquisa aqui proposta,



42

apresentou 4 camadas, diferentemente do utilizaddViENDENHALL et al. (1987), o
qual sé apresentava uma camada. Além disso, témfa® de que um Unico implante
intra-articular do trabalho aqui proposto, apresentesultados clinicos altamente
satisfatorios até os 90 dias.

A avaliacdo do liquido sinovial foi prejudicada @gbequeno volume obtido
(0,4ml). Das 20 amostras enviadas ao laboratorib, puderam ser avaliadas
citologicamente. A contagem total de células nutdsavariou de 1000 a 4800, com média
de 1500 célulapl. Na avaliacdo citologica diferencial foram vismatas células
mononucleares (macrofagos, mondcitos, células mléget sinovidcitos, plasmacitos,
linfécitos) e polimorfonucleares (neutrdfilos, aeusilos). Na contagem diferencial, uma
amostra apresentou celularidade tipica de doeritzanistéria aguda, contendo 90% de
neutrofilos segmentados. Entretanto, o restantewchastras manteve um padrao crénico,
com celularidade mononuclear variando de 65 a 100%.

De acordo com a distribuicdo dos tipos celularesalizados na analise citologica
das amostras, verifica-se a ocorréncia de doen@aicar (degenerativa), devido a
predominancia em células mononucleares, principaendinfécitos e macréfagos
(JOHNSON & JOHNSON, 1993; WILKINS, 1993). Outro esfp observado foi
reatividade em células mesoteliais, linfocitos ecmdiagos, indicando reagdo articular
degenerativa. De acordo com BENNETT et al. (1988pPEINSON & JOHNSON (1993),
os dados encontrados na analise do liquido singé@ial compativeis com um processo
degenerativo de natureza nédo inflamatéria, provasete ocasionado pela instabilidade
articular remanescente.

De 10 caes avaliados aos 50 dias apdés a cirurgig,(10%) apresentava
claudicacéo discreta durante a marcha e um (10%}saptava claudicacdo constante ao
caminhar. Dos 10 cées avaliados aos 90 dias, apemgd30%) apresentava claudicacao

discreta durante a marcha. Esses trés animais kberacdo da marcha nos momentos das
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respectivas avaliagcbes foram os mesmos que romgmaesial ou totalmente o implante.

Os demais nao apresentaram claudicacdo, apoiamdpletamente o0 membro durante a
atividade fisica ou em estacdo. Esses resultagmsau o tempo meédio para o retorno
funcional do membro operado, que varia em tornagqadatro meses (ELKINS, 1991;

MOORE & READ, 1996).

As avaliacdes clinicas aconteceram antes da auegaos 50 dias (grupo A) ou 90
dias (grupo B) apés a correcéo cirdrgica. Dezoitesc(90%) apresentaram auséncia de
dor, permitindo o exercicio passivo de todos osimemtos fisioloégicos da articulagéao
sem apresentar relutdancia ao exame. Dois anim&i%)(lapresentaram dor discreta,
permitindo que a articulacéo fosse manipulada eanpresentando sinais de desconforto
articular, como voltar o focinho em direcdo ao mdar durante o exame, sem vocalizar.
N&o se evidenciou qualquer sinal clinico de reged implante utilizado, como producéo
acentuada de liquido sinovial, inflamacéo locapetda da funcéo articular.

Dez cées (50%) ndo apresentaram qualquer sinaédiagao articular, seis (30%)
apresentaram crepitacdo discreta (presenca deaag@pidurante os extremos de flexdo e
extensdo passivas) e quatro animais, (20%) cr@oitapderada (crepitacdo intermitente
durante a flexdo e extensao passivas) de acordmsaritérios de avaliacdo de PENHA
et al. (2007). Acredita-se que a razéo pela quablbservada a crepitacdo nos animais
deste trabalho, esta no fato de existir algum glaunstabilidade articular, conforme
CHIERICHETTI et al. (2001). Estes autores assoniaeacrepitacdo discreta em dois
pacientes que apresentaram leve irregularidadeipexfgcie articular, sobre o orificio da
tibia, visualizada ao estudo radiografico.

A avaliacdo radiografica constou de duas projed@esero-posterior e latero-
lateral), nos momentos: antes da desmotomia (Et¢i&o sadia), antes da correcao
cirdrgica (21 dias ap6s a desmotomia) e antesadgpiai (maximo periodo de permanéncia

do implante, antes da sua remocao). Dos animaig@adwsa, apenas 1 (10%) apresentou
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grau 1 de irregularidade sobre o orificio da tikhayvendo sinais compativeis com
crepitacdo discreta (PENHA et al.,, 2007), sem @&wmin de dor ou claudicacdo do

membro.

CONCLUSAO

Conclui-se que a malha de polipropileno, na formen@ foi utilizada, € um
material que oferece resisténcia adequada, paahbilesir parcialmente a articulagdo do
joelho, na auséncia dos ligamentos cruzados crantaludal. A técnica proposta exigiu
pouca dissecacdo dos tecidos moles e permitiu éstabilidade na fixacdo do implante
sintético ao 0sso. Utilizar um Unico implante dictepara substituir ambos os ligamentos
cruzados (cranial e caudal), devolve a estabilidadieular e a funcdo fisiolégica do
membro, mas ndo impede a permanecia de um graudievaovimento de gaveta e

consequentemente a progressao da DAD.
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Figura 1 — Confecg¢des do implante - (A) Padroniaatd largura de 2,3cm da malha de polipropileno,
antes da dobragem. (B) Dobragem das extremidademslo-as para o ponto central da malha. (C)
Dobragem da malha ao meio, resultando em um ingldataproximadamente 0,5cm, considerando
que se perde 0,1cm de largura em cada uma dasrasddP) Fixacdo da malha através de sutura
continua com fio de polipropileno, ao centro do lanpe. (Créditos: Daniel Curvello de Mendonca

Mdiller)
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Figura2 —  Sequéncia cirargic— (A) Incisdo lateral ao longo do fémur e exposicacadiculacac

(B) Confeccao do tunel sseo fémur e confeccdo do tdnel ésseo na tiffla Trajeto do implante ¢

LCC por dentro dos tuneis 0sseos. (D) Fixacdo dplante no fémur (fixacdo dupla) e na ti

(hemicerclagem).
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Figura 3 — (A) Imagem do fio de aco fechado sabiraplante. (B) Sutura no implante, formando urfga a
envolvendo o n6 da cerclagem. (C) Implante fixaddéamur emergindo na por¢cdo central da articulacéo.
(D) Imagem do implante aos 90 dias ap6s a sua agdoc Observa-se o crescimento tecidual ao longo do

implante e a sua integridade. (Créditos: Daniel€ils de Mendonga Miiller)
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Figura 4 — Imagem antero-posterior (A) e latatedal (B) da articulacdo saudavel. Repara-se ouB,e

fémur e a tibia estdo alinhados em suas por¢dedaisaumagem antero-posterior (C) e latero-lateral,
demonstrando projecao cranial da tibia em relagd@mur (D) da articulacao 21 dias apés a desmatomi
dos LCC e LCA. Imagem antero-posterior (E) e latateral (F) dos fios de cerclagem utilizados para

fixacdo do implante ao fémur e a tibia. (G) Detallzefixacdo da cerclagem ao fémur; (H) Detalhe de

fixag8o da cerclagem a tibia. (Créditos: Daniei@llo de Mendonga Miiller)
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RESUMO

Atualmente, o incremento das pesquisas enfoca aulmemssea como fonte
potencial para o tratamento de doencas, uma vezsgueuso como diagnostico ja &
largamente empregado. Os objetivos deste artigoes@sar os melhores acessos a medula
0ssea e destacar a importancia desse material dagdstico e tratamento de doencas.
Séao abordadas particularidades sobre as técnicesleta e as complicacdes observadas
pelos autores, a fim de facilitar os procedimertm$iando-0os mais seguros.

Palavras-chave caes; gatos; biopsia; medula 6ssea; punc¢ao hiagpirativa.

ABSTRACT
Currently, the research focuses on bone marrow astential source for the
treatment of diseases, since its use as a diagisogigeady largely employed. This paper

aims to promote a practical review on the best sxcde the bone marrow and the
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importance of this material as diagnosis and treatmSampling techniques are observed
and detailed by the authors, in order to facilitage procedures and make them safer.

Key words: dogs, cats; biopsy; bone marrow; aspiration agy!

INTRODUCAO
A medula 6ssea tem como principal funcdo a hemaspale células eritroides,

granulociticas, megacariociticas e linfocitariasNos animais em crescimento, a
hematopoese ocorre no interior dos ossos longobatos: A medida que o animal
envelhece, a regido do canal medular € substitp@datecido adiposo, confinando a
medula ativa nos locais onde ha osso esponjosagefa) epifises e metafises dsseas
(RASKIN, 1998).

A coleta de medula 6ssea é indicada visando o dstigo (DOMINIS et al., 2005) e
a obtencao de células pluripotenciais para ornratso de doencas (SILVA & MACEDO,
2006). De posse dessa amostra de medula éssessiegboealizar diversos exames, como
o mielograma, a partir da preparacdo em lamina, itametria de fluxo, a
imunohistoquimica e, ainda, a citogenética conwarai Dessa forma, a avaliacdo ideal
da celularidade medular requer a integracdo dasniaficbes obtidas, tanto do aspirado,
quanto da biopsia, a luz dos achados da avaliag&amgue periférico (FLEURY, 2007).
Células-tronco, obtidas a partir de aspirados deutagdssea, séo utilizadas em pacientes
portadores de leucemia. Esse uso € cada vez mgalisrado como terapia celular de
recomposicéo da celularidade medular e do sangiférgm. Essas novas técnicas estao
sendo aplicadas em um amplo espectro de doencasnhamincluindo muitos tipos de
cancer, doencas neurolégicas, como Parkinson,tdmledoencas cardiacas (AZEVEDO
& RIBEIRO, 2000; SILVEIRA et al., 2005).

Em medicina veterinaria, as pesquisas envolvenaospfante de células-tronco

hematopoiéticas vém crescendo (OLIVEIRA, 20080OGNOLI et al.,, 2009).
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ZAMPROGNO (2007) demonstrou que a terapia autélagan células-tronco
provenientes da medula 6ssea mostrou-se efetieagyastimulacdo osteogénica de néo
unido de fraturas. BRUNELLI et al. (2007) avaliaramefeitos do transplante de células-
tronco autdgenas do limbo esclerocérneo de caege stdsdes coérneo-limbais.
Constataram que a vantagem do transplante estad assibflitar a melhoria da
transparéncia da cornea, sem intercorréncias esular

Contudo, para a obtencéo de células hematopoié¢tcascessaria a sua coleta e,
para tanto, a aspiracao intradssea da medulzamilo-se agulhas especificas em locais
onde se obtém maior abundancia desse materialln@&eriz, as puncdes ocorrem na crista
iliaca, no trocanter maior do fémur, na area tihkasa e na regiao epifisaria proximal do
uamero. O material deve ser coletado em condicoeéptsas, com 0 paciente sob
anestesia geral, e devem ser utilizadas seringaerain anticoagulantes para realizar a
succao da medula 6ssea (RASKIN, 1998).

O objetivo deste artigo € realizar uma revisdo es@s técnicas e complicacbes
durante a obtencdo de medula 0ssea, abordandooatamga do material coletado, os
equipamentos utilizados habitualmente para essdagdiem como as principais vias de

acesso, conforme a espécie do animal.

Indicacdes de coleta da medula 6ssea

Normalmente a coleta de medula 6ssea (MO) € codaudsando a obtencdo de
fragmentos para realizacdo de mielograma, indicamosituacdes bem precisas. Este
consiste no exame direto das células da MO, cdhmta puncdo aspirativa, e permite
verificar a normalidade da producdo sanguinea,ltesagdes no aspecto celular e a
presenca de células neoplasicas (AQUINO et al2R2@eralmente é solicitado quando se
encontram alteracbes no hemograma (GOSSET, 2@09);dmo neutropenia persistente,

trombocitopenia, leucocitose, morfologia anormal délulas sanguineas, presenca
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inexplicavel de células imaturas no sangue, aneamf@generativa ou ainda uma

combinacéo dessas enfermidades (GALE et al., 19&Mhbém pode ser usado apds um
quadro de hiperproteinemia, quando ha suspeita ideoma mdaltiplo, alguns casos de

linfoma, leishmaniose, brucelose, erliquiose e dasrsistémicas de origem fungica, entre
outras (AQUINO et al., 2002). Pode-se ainda indearausa de hipercalcemia quando
associada com neoplasmas (OLIVEIRA, 2008).

SOBRINHO et al. (1979) conduziram mielogramas encréhcas portadoras de ma
nutricdo protéica (MNP) e puderam observar hiperalale série branca e sinais de
deficiéncia de fatores de maturacdo expressos pedsenca de macrocitose e
macronormoblastose na quase totalidade das cria@geservaram, ainda, auséncia ou
escassez de depdsitos de ferro em 17 casos (77%).

O mielograma € indispensavel, por exemplo, paréagndstico e a classificacéo
das leucemias mieldides e linféides agudas. Nessacd, um grande numero de células
tumorais, chamadas blastos, € encontrado no intaiO (LUND, 2000).

Diferentemente do exame anterior, que consistexamiear as células medulares
a partir de uma preparacao citoscopica, a biépsi@ (BMO) permite avaliar também
toda a sua estrutura, pois ela é feita a partiurdefragmento compacto de osso. Tal
procedimento € utilizado na pratica médica, prialciente para o diagnoéstico de doencas
hematoldgicas ou metastaticas (AQUINO et al., 20@2aticamente ndo existe contra-
indicacdo, sendo esse procedimento realizado imelesn animais portadores de doencas
hemorragicas sem observacédo de maiores danos (189S).

Embora a aspiracdo de MO seja um procedimento migaomatico do que a
BMO, esta ultima fornece dados importantes comaan gle celularidade medular e o
diagndstico de enfermidades como mielofibrose, oemtlerose e focos de infeccéo, além

de avaliar a quantidade de gordura presente neidntda medula (LUND, 2000).
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WIJEWARDANA et al. (2007) isolaram e caracterizaraéhulas progenitoras da medula
0ssea de caes com diagnéstico de leucemia ou lnfeatigno.

Outra indicacdo da coleta de medula 6ssea poragépiré o transplante de células
da MO e o cultivo celular para aquisicdo de célulasnonucleares, ceélulas-tronco
hematopoiéticas ou células-tronco mesenquimais (NOIG et al., 2009). As células-
tronco (CT) séo tipos especiais de células, quéoepresentes principalmente nos
embrides (CT embrionarias), no corddo umbilical figado fetake na medula 6ssea (CT
adultas) (SILVEIRA et al., 2005). Em caes, a preaae células-tronco hematopoiéticas
tem sido observada na medula 6ssea (BRUNO et(ll; 2NAKAGE et al., 2005) e no
sangue do corddo umbilical (NAKAGE & SANTANA, 2006)Varios estudos
demonstraram a grande plasticidade dessas céldidtas ao se diferenciarem em
musculo esquelético, osso, cartilagem, gordurg&déi, o que se torna uma esperanca
para o tratamento de diversas doencas. Essas scé@pl@sentam também um vasto

potencial na terapia de doencas cardiacas (SILVER#A., 2005).

Agulhas de coleta

Em 1929, utilizou-se pela primeira vez a puncaorasypa da medula éssea para o
estudo citolégico sistematico, propiciando o re@miinento e a descricdo das células
precursoras (CURY, 2003). Trés décadas mais tdtdefarland relatou as vantagens da
retirada de um fragmento 6sseo, utilizando a agdi&ilverman. Com esse método,
obtinha-se uma maior quantidade de material medolgue possibilitava maior nimero
de cortes e de coloragdes histologicas. Em 19Mshidi criou uma nova agulha para a
realizacdo de BMO, a qual apresentava a vantagersedenenos traumatica e mais
confortavel ao manuseio (CURY, 2003). A agulhainabde Jamshidi foi modificada por
Inwood alguns anos depois, a fim de melhorar angldi® do material celular (CURY,

2003).
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Desde entdo, existem diversas agulhas para usooglihe diversas procedéncias
(RASKIN, 1998). Tais agulhas servem, tanto paraaiaistracdo de diversos produtos
sanguineos, solucbes e agentes farmacologicos teat@s de urgéncia, quanto para
coleta de material para exames cito e histopatmége transplantes (JUNIOR et al.,
2008). Os autores desta revisdo sugerem como egeipas de eleicdo para infusdes
intradsseas as agulhas de Jamshidi ou agulhasalegnaima. Por meio destas, pode-se
acoplar um equipo e administrar solucdes, considerajue estudos demonstram que
substancias injetadas na medula O0ssea séo didathuimediatamente na circulacédo
sistémica (JUNIOR et al., 2008).

Quando é necessaria uma quantidade elevada deariesdgla, sugere-se a utilizacao
de agulhas com o calibre maior do que as citadesiamente, a fim de aumentar o
volume coletado (OLIVEIRA, 2008TOGNOLI et al., 2009) em menor tempo cirdrgico.
Situacdes assim sdo requeridas nas coletas visaoli@ncao de células para transplantes
de medula 6ssea nos casos de pacientes oncohegraisl@ transplantes de células-
tronco obtidas do isolamento da fracéo total calhm que difere dos cultivos celulares,
que requerem uma quantidade menor de células dallanédsea. No isolamento, a
quantidade de medula 6ssea a ser colhida é maimr,npsse material devera conter o
nimero de células suficientes para o transplarstge Bimero é de aproximadament® 10
células. Para tanto, podem ser utilizadas as agual@asgood diametro 30 x 12 (LOPES
et al., 1998), a agulha de Steis (OLIVEIRA, 2008 GNOLI et al., 2009), a agulha de
Rosenthal (RASKIN, 1998) ou a agulha Jamshidi (SANQ 2006; ZAMPROGNO,
2007). Além disso, CASTANIA (2007) utilizou agultmpodérmica do tamanho 40 x
12mm para obtencéo de pequena quantidade de niEhaa.

Em pesquisas realizadas pelos autores, utilizau-agulha de Steis na coleta de
medula 6ssea em gatos (figura 1) e cées (figuras3l, assim como nos trabalhos de

OLIVEIRA, (2008) eTOGNOLI et al. (2009), e obteve-se o volume desepe MO para
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transplante autologo, em tempos de coleta de 18)dtos + 4,21. Apesar de a agulha
utilizada apresentar diametro aparentemente elegadeelacdo ao 0sso, como visto nas
figuras 1, 2 e 3, sabe-se, por meio dos princigesstabilizacdo de fraturas, que o canal
medular pode ser preenchido em 60 a 70% com pm&anmann, sem que iSsSo acarrete
prejuizo vascular do cortex 6sseo (EL-WARRAK & SCHRLER, 1998).Sendo assim,
0s autores desta revisdo adotam esse parametra gatarminacao do tamanho da agulha
em relacdo ao tamanho do osso. Para tanto, carséicpor meio do estudo radiografico
(figura 1), que a agulha néo preenchera mais da@uedo canal medular 6sseo, evitando

danos vasculares.

Principais vias de acesso para coleta de céluldslares hematopoiéticas

Em caes e gatos, a medula 0ssea pode ser obtajzfis® dos 0ssos longos e nas
regides do ilio, como crista iliaca ou borda aadtab(figura 1A, 3D,3E, 3F). RASKIN
(1998) sugere a coleta na crista iliaca de cada,fpeilidade de localizacdo. Diversos
autores utilizaram a referida via de acesso patatacale medula éssea, tanto para
obtencdo de células mononucleares, quanto pquisicdo de ceélulas medulares, em
exames cito-histopatolégicos (HANS et al.,, 2005; M&N O, 2006; VAZ, 2006;
CASTANIA, 2007; ZAMPROGNO, 2007; SALGADO, 2008). iodo, em cées de
pequeno porte ou gatos, a coleta de amostras meslddacilitada na regido trans-iliaca
ou porcao proximal do fémur (figura 1B, 2). Punc@ess-iliacas reduzem o risco de
lesGes provocadas pelo deslizamento acidental ddnaagpela crista iliaca (RASKIN,
1998). MASSUMOTO et al. (1997) colheram M.O. doaossternal e do ileo de pessoas e
nao relataram complicacdes decorrentes dessa dedd@ entanto, descreveram que a
obtencdo do volume de 10-15mLk¢de peso do paciente) de medula ocorreu somente

apos multiplas perfuragdes.
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Para caes obesos ou musculosos, a porcao créaeratlda tuberosidade maior do
umero (figura 1C, 3G, 3H, 3I) é uma o6tima opca@pmareta de material (RASKIN, 1998;
ZAMPROGNO, 2007). Os autores desta revisdo sugéaemém a epifise proximal da
tibia (figura 1D, 3A, 3B, 3C) como sendo uma regaca obtencédo de grande quantidade
de medula 0ssea, assim como a por¢cao proximal marfé a tuberosidade maior do

umero, citadas anteriormente.

Técnicas de coleta

Para o procedimento de coleta em razdo do exarmehistopatologico ou da
obtencdo de células progenitoras da MO de caesjirnakhdevera ser submetido a
anestesia geral. O periodo pré-operatério deveaaiinejum alimentar de 12 horas e
restricdo hidrica de seis horas, sendo realizagldgmente a tricotomia do sitio de coleta
(VAZ, 2006; CASTANIA, 2007; ZAMPROGNO, 2007; SALGAD, 2008). O paciente
deve ser anestesiado e posicionado conforme o éscalhido para a coleta. Sugere-se o
decubito lateral (MENDONCA et al., 2003; CASTANIA007; ZAMPROGNO, 2007) se
a coleta da medula 6ssea for realizada no ossord o tibial, e o decubito ventral se a
escolha for a crista iliaca (OLIVEIRA, 2008; TOGND&t al., 2009). Entretanto, na
pratica dos autores, prefere-se o decubito latposd, com esse posicionamento é possivel
acessar todos os locais anatdbmicos sugeridos@nerite.

A precisdo dos movimentos de introducdo da agulhacanal medular pode
determinar a rapidez e a precisdo do procedimegarantem os autores. Estes sugerem a
seguir algumas manobras que promovem a eficiéngigordcedimento. A eficiente
empunhadura da agulha depende do correto apoialme gla m&o, para que o cirurgido
consiga aplicar melhor a sua for¢ca. O dedo indicddue ser colocado na porcéo final da
agulha, ou seja, a cerca de 4cm do bisel, e seeapmnsavel, tanto pelo movimento de

pivd da méao do cirurgido, direcionando a perfuragaotroducdo da agulha, quanto pela
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limitacdo da introducdo desta. Essa limitacdo éomapte, pois assegura que somente a
porcao adiante do dedo seja introduzida. Essécastibferece certo grau de seguranca ao
procedimento, uma vez que limita eventuais perfigacindesejadas, caso haja
deslizamento da agulha.

A outra mao sera utilizada para apreender e delinag extremidades do local a
ser perfurado, garantindo, assim, que a agulhargepaluzida na regido desejada do 0sso.
Para iniciar a perfuracdo, devem ser realizadosimentos de rotagdo com a mao
(OLSSON et al., 2006), o pulso e o antebraco, $aneamente, evitando a movimentagao
lateral da agulha. O cotovelo e o braco do cirergléverdo permanecer imoveis, para
garantir que o orificio de entrada da agulha sejaeoor possivel. Atenta-se ainda para
gue os movimentos de rotacdo sejam lentos e de@amplitude, pois, assim, aproveita-
se melhor a superficie de corte da extremidadessb. b

Os autores desde artigo recomendam que todas Hmsgutadas anteriormente
sejam utilizadas com um mandril em seu interioncoodando com LARUE et al., (2005),
0s quais sugerem tal procedimento quando for atihza agulha Jamshidi. Isso evita a
obstrucéo da sua luz por esquirolas 6sseas. Apdoducao e estabilizacdo da agulha, o
mandril deve ser removido, e uma seringa de 10mitecolo anticoagulante deve ser
acoplada. Discreta retracdo do émbolo é suficipata obtencéo de vacuo e aquisi¢cao do
material desejado. A amostra coletada deve semenlada ao laboratério em seringa
previamente anticoagulada, em temperatura ambieatainda podem ser confeccionadas
as laminas, a partir de MO “in natura”, para seesralisadas tdo logo obtidas (OLSSON

et al., 2006).

Complicacbes
Algumas complicacdes eventualmente poderdo ocduemte a coleta de medula

0ssea nos 0ssos longos, dentre elas, as fratubd®E(L et al., 2005). Estas se tornam
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iminentes quando sao realizados movimentos de data/ com a agulha, gerando forca
de separacao dos fragmentos 6sseos, conforme @&xgardos autores desta revisdo. Estes
afirmam que essa situacdo é evitada toda vez qoetovelo e o braco do cirurgido
permanecem imoveis, deixando a rotacdo exclusivempara a mao, o punho e o
antebraco. Contudo, alertam que fraturas podenrerxcquando séo realizadas multiplas
perfuracbes em uma mesma regido do 0sso. Issdagl@vjuando as sessdes de bidpsia
aspirativa sao feitas em ossos distintos.

Em ossos da pelve, alguns acidentes importantesrfmacorrer caso nao haja o
cuidado de delimitar a agulha com o dedo indicadonforme sugerido anteriormente
pelos autores. Essa regido se apresenta como @ma”,envolvendo as visceras pélvicas
(TARVIN & LENEHAN, 2005). Caso haja o deslizamerda agulha através do 0sso,
como sugerido por RASKIN (1998), a extremidade awud da agulha podera ser
projetada para o interior da pelve (figura 4A, 4B9rfurando uma viscera, como reto ou
prostata, ou um grande vaso, provocando hemortaga. Essa situacdo certamente é
uma emergéncia, que poderia colocar em risco adadzaciente.

Nas complicacbes desse procedimento, incluem-selaops as estruturas de
tecidos moles (LAREU et al., 2005) e a auséncianddula 0ssea durante a aspiragao.
Neste ultimo caso, deve-se ter o cuidado de asyparaéas vezes o local puncionado com
uma seringa de 10 ou 20mL, para que promova vadicente, antes de afirmar que a
agulha ndo estd no local correto. Permanecendosucesso de aspirado de MO, a
perfuracdo podera ter ultrapassado a cortical do @(f&gura 4) e, assim, a abertura da
agulha ndo estara no canal medular. Os autores B$$80 sugerem que, caso a suspeita
seja esta, basta reintroduzir o mandril da agulhecea-la lentamente até que comece a
refluir o sangue medular.

Existe ainda o risco de contaminacdo do canal faedque pode evoluir para

osteomielite. Cabe lembrar que, mesmo tratandoeseird pequeno orificio, este se
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constitui numa porta de entrada de patdgenos, sémddamental a realizacdo de
minuciosa antissepsia pré e pés-operatéria (JUNSO&R., 2008). Casos de osteomielite
requerem cuidado minucioso de tratamento, sendonetdada a realizacdo de cultura e
antibiograma do material obtido do foco infectadp seibsequentemente, uso de

antibioticoterapia adequada para o paciente (RAd®R4I., 2003).

CONCLUSOES

O avanco nas pesquisas com células-tronco hemétmasi (HSCs) e
mesenquimais (MSCs) da MO, em medicina veterinalegperta a necessidade de
aumentar os conhecimentos basicos a respeito deorsgem, sua aquisicdo e seu
processamento. A medula 6ssea € uma fonte autfdodmente acessivel de obtencao
desse material e pode ser obtida dos ossos longosy trocanter maior do fémur e
tuberosidade maior do umero.

As complicacbes que podem surgir durante o procaationde coleta de medula
O0ssea sdo importantes. Contudo, cuidados comotzmrentacdo da agulha e acurada
técnica de introducdo desta podem reduzir sigtiVi@aente a ocorréncia de lesées nos

tecidos adjacentes ao foco de coleta.
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Figura 1 -Obtencé@o de medula 6ssea com agulhSteisem felino. (A) Imagem radiografica ven-dorsal
da agulha introduzida no corpo do ileo; (B) Imagknventr-dorsal da agulha no trocanter maior do fér
(C) Imagem radiogéfica antepmsterior da gulha de Steis introduzida no tuberculo maior de&tam(D)

Imagem lateral da regido epifisaria proximal dat (Créditos Daniel Curvello de Mendonca Miills
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Figura 2 —Puncéo da fossa trocantérica de cdo com agSteis (A) Imagem radiogifica ventro-dorsal;
(B, C) Detalhes do local de introducéo da agulhassn. Obsen-se que a extremidade da agulha é apc

contra a face interna do trocanter maior do fé (Créditos Daniel Curvello de Mendonga Ml
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Figura 3 - Obtencdo de medubssea com agulha Steisem canino. Imagem radiografica lat-

lateral (A) e frontal (B) da agulha na regido isgifia proximal da tibia; (C) Detalhe do local
introducdo da agulha na tibia demonstrado em peg@mica; (D) Imagem radiografica ‘ro-
dorsal da regido pélvica com a agulha introduzmaarpo do io; (E, F) Demonstracdo em pe
anatdmica dos locais de introducao da agulha doocdo iio; (G) Imagem radiografica ante-
posterior do Umero, com a agulha introduzida nertido maior do imero. (H, I) Detalhes !

agulha em peca anatémic&rédito:: Daniel Curvello de Mendonca Miiller)
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Figura 4 —Imagens radiograficas de complicacbes durante etacale medula 6ssea. (A) Imag
anteroposterior da pelve, com a agulha deis transpassando o corpo do & penetrando o interi
da pelve. (B) Detalhe na peca anatdémica, demomkiranextremidade da agulha dentro da pel
simulando as situacdes onde se transpassam agdaltiaais do corpo do ileo. (C) Imagem an-

posterior, @monstrando a agulha introduzida no trocanter ma@dofémur e emergindo na regi
medial da coxa. (D) Imagem da agulha transpassantdérculo maior do umero. (F) Imag:
radiografica da agulha transpassando a corticadtapta regido proximal da tit (Créditos: Daniel

Curvello de Mendonca Miille
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-ARTIGO CIENTIFICO-

RESUMO
Atualmente a medicina conta com promissores adjggada cicatrizacdo de

tecidos, dentre eles as células-tronco. Estentiaito, também conhecido como medicina
regenerativa, propde 0 reparo ou a substituicAotedelos que sofreram lesdo ou
degeneracdo. Sabendo-se que a ruptura do ligaroertado (RLC) é a maior causa de
afeccao articular degenerativa do joelho, estalnabteve por objetivo, avaliar a acdo da
fracdo total de células mononucleares autdgenasetula 6ssea (FCMO) de aplicacéo
intra-articular, apos a correcéo ciruargica do ligato cruzado rompido. Foram utilizados
20 caes, os quais sofreram desmotomia do liganteazado cranial e caudal unilaterais,
21 dias antes do reparo cirdrgico. Dez animaisbeyeen as células autdégenas no
momento da correcdo. As avaliacbes se deram pateesadiografico, exames clinicos e
bidpsias aos 50 e 90 dias pds-operatorios. Conskiique ndo houve diferenca clinica

entre os dois grupos até os 90 dias de avaliac@ou® que recebeu a FCMO apresentou
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crescimento 0sseo intra-articular ao estudo radfmgr, contudo, os vinte animais
apresentaram célula CD34 positivas em suas amobtogsiadas, indicando haver
presenca de células-tronco em ambos 0s grupos.

Palavras-chave Células-tronco adultas; articulacdo do joelh@ndetomia; caes

ABSTRACT

Today, medicine has promising adjuvant therapiethéohealing of tissues and
among them are the stem cells. This treatment, lalgovn as regenerative medicine,
proposes the repair or replacement of tissues dasnag degenerate. Considering that
cruciate ligament rupture (RLC) is a major causdegenerative joint disease of the knee,
this study was performed to evaluate the actiotheffraction of total mononuclear cells
from the bone marrow (FCMO) applied intra-articlyaafter surgical repair of ruptured
cruciate ligament. Twenty dogs were used whichesatf iatrogenic rupture of the cranial
and caudal cruciate ligament one-sided, 21 daysréethe correction. Ten animals
received the FCMO at the time of correction. Theeasments were done through X-ray
and clinical examinations, and biopsies at 50 a@ddays postoperatively. It was
concluded that there was no clinical differenceneein the two groups until 90 days of
evaluation. The group that received FCMO grew tattéicular bone shown on the X-ray
study. All twenty animals, however, presented cellrked with CD34 on their biopsy
samples, indicating the presence of stem cell®ih groups.

Key words: Adult stem cells, the knee joint, dogs

INTRODUCAO
A ruptura do ligamento cruzado (LC) é uma les@mgubsticada em grande parte
dos cdes com problemas articulares e também ¢é ocapsatante de afeccao articular

degenerativa do joelho (BRINKER et al., 1999). @&amento divide opinides entre ser
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clinico ou cirdrgico, contudo alguns pesquisad@f@snam que nao ha técnica cirdrgica
que estacione a progressdo da afeccao articulandeggiva. O que se espera, € que ocorra
menor acometimento com a estabilizacédo cirargicgudosem a intervencédo (BRINKER
et al., 1999).

A utilizacdo de células-tronco da medula 6ssea (M®©)ndividuos adultos abriu
um novo horizonte na medicina reparadora, pois haopossibilidade de rejeicédo
imunologica (ja que as células sao autélogas) neetassidade de estoque de células em
bancos de tecidos (ja que o estoque aparentememmesgotavel e ainda é possivel
expandi-las em cultura) (MOTA et al., 2005).

Estas células possuem capacidade de se diferedeiascordo com o meio
ambiente local e migram sempre atraidas por fattagaflamacéo aguda (SOUZA et al.,
2005). Nos ultimos anos, a utilizacdo de célulasdo através do transplante de MO, tem
se tornado cada vez mais comum (GALLACHER et @002 CUTLER & ANTIN,
2001).

Praticamente todas as vias de administracdo déasétonco foram utilizadas
experimentalmente e, até 0 momento, ndo ha um eens® literatura em relacéo a qual
seria a melhor via, bem como ndo se sabe se hawariaimero minimo ou maximo de
células a serem utilizadas (OTERO et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo daslag mononucleares autogenas,
aplicadas intra-articularmente, em pacientes subogeta correcdo cirdrgica, intra-

capsular, do ligamento cruzado, 21 dias apos aatesma.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizados 20 cées, machos e fémeas, oriuddodiotério central da
Universidade Federal de Santa Maria. Os animaisapa: por um periodo de adaptacéo

de 30 dias, mantidos em gaiolas individuais. Dwasaste periodo, todos foram
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desverminados, tiveram o membro pélvico direitoiogihfado e foram avaliados
hematologicamente para a confirmacédo de suas adkgjw@ndicdes de saude. Foram
separados em dois grupos, sendo eles, um grupmieo(EC) e um grupo tratado (GT).
Ambos os grupos foram subdivididos em dois periaiobidpsias, 50 (A) e 90 (B) dias.
Os animais sofreram a desmotomia dos ligament@ados cranial e caudal unilaterais,
por artrotomia conforme MULLER et al. (2010), e @&as apo6s a ruptura, todos foram
tratados cirurgicamente pela técnica intra-capsigavULLER et al. (2010). O GT, além
do tratamento cirdrgico, recebeu a fracao totacélelas mononucleares autégenas da
medula éssea, por aplicacéo intra-articular, auitér da correcao cirurgica.

Para tanto, cada animal do GT foi submetido aoqaliotento de colheita de MO,
duas horas antes da correcdo, em ambiente cirggootoda a paramentacédo necessaria
a fim de promover um procedimento asseéptico. Wiilise como protocolo anestésico,
maleato de acepromazina (0,05 mg"kga intramuscular) associado ao cloridrato de
morfina (0,5 mg kg via intramuscular) como medicacgéo pré-anestéseguida, apds 15
minutos, de indug&o anestésica com propofol (4ngvi@intravenosa). A manutencéo da
anestesia se deu com isoflurano vaporizado emitireemi-aberto com oxigénio. A
oxacilina sédica (30 mg Kgvia intravenosa) foi utilizada como profilaxia ianicrobiana,

30 minutos antes do procedimento cirdrgico. O maito antiinflamatorio e analgésico
pos-operatorio, seguiu os protocolos utilizadosNdOLLER et al. (2010).

A MO foi colhida, utilizando-se a agulha de SteldG X 3”), adotando como
sitios de colheita, ambos os fémures e os Umepgpjirglo a técnica proposta por
MULLER et al. (2009). Colheu-se o volume total d®Me 10ml kg, conforme proposto
por OLSSON et al. (2009), contudo optou-se pordiiv@sse volume aos quatro membros
do animal, resultando em 2,5mIkde MO em cada. Para isso, foi necessaria aperas um

perfuracdo 0ssea em cada 0Sso.
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O volume total de MO obtido, foi filtrado em linkl@ 850um, 500um e 200um da
bolsa de transplante de MO para remocao de espidskeas e émbolos gordurosos. A
solucédo resultante foi acondicionada em bolsa desprorte para envio imediato ao
laboratorio.

Os primeiros 3ml de medula colhidos diretamentdééaaur, foram enviados para
realizacdo de mielograma. Laminas foram confecciasgpor esfregaco, para analise
complementar da atividade hematopoiética e morfcdodas células da MO. As laminas
foram coradas pokit panotico rapido, composto de um alcool fixador, oarante
eosinofilico e outro basofilico e foram avaliadas atordo com a relacdo mieldide e
eritréide de normo, hipo ou hipercelular da MO pucroscopia de luz.

A separacdo das células da MO seguiu o protocdoritie por OLSSON et al.
(2009), no qual, apds a colheita, o volume foitigado a 1600 rotagdes por minuto
(rpm) (forca centripeta de 440 x g) em tubos FalderbOml e isolado em gradiente de
densidade Histopaque 1.077¢g™n{lL:1), de acordo com a técnica de Boyum (BOYUM,
1968), mantendo-o a uma temperatura entre 18-26°Chalo formado depois da
centrifugacéo foi colhido entre as interfaces, tlge centrifugados (5 minutos; 440 x Q)
trés vezes em meio contendo solucdo salina 0,9%ENdNDulbeco’s Modified Eagle’s
Medium) e soro sanguineo autélogo estéril, com intuitceti@over os agregados celulares,
obtendo como produto final o bot&o celular, padratd em 1004d.

Uma pequena fracao (p) de células mononucleares (CM) suspensas foidalh
para contagem manual da porcentagem e quantificdgdOM. Testou-se a viabilidade
celular (do botéo celular) por método de exclusén corante azul de Tripan 1% (MELO
et al., 2003) em lamina de Neubauer, sendo core&ldegiceitdvel uma viabilidade acima
de 90% e um niimero minimo de 2%@" de CM cnf (SUTER et al., 2004).

Simultaneamente a separacdo das células, prosedaueorrecao cirurgica do

ligamento cruzado. Para tanto, adotou-se a tédnica-capsular de MULLER et al.
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(2010), a qual utiliza implante sintético de padpiteno como substituto do ligamento
cruzado cranial. Ao final do procedimento, uma hgutamanho 25x7, foi introduzida na
regido articular para a introducao das ceélulaseCabsaltar, que o procedimento cirdrgico
foi programado para encerrar simultaneamente aurtérdo processamento das células.

As avaliacOes constaram de estudo radiolégicojsendb liquido sinovial colhido
no momento das bidpsias, avaliacdo clinica e midmsa do material colhido aos 50 e 90
dias pés-operatoério, através dos métodos histogagmile Hematoxilina-eosina (H&E),
Tricromico de Masson e Von Kossa e imuno-histogecéneom marcacéo de CD34.

A avaliacdo radiografica constou de duas projed@esero-posterior e latero-
lateral), nos momentos antes da ruptura do ligan@nticulacdo sadia) e antes da bidpsia
(maximo periodo de permanéncia do implante, antesuh remocéo). Avaliou-se o
crescimento de qualquer estrutura intra-articiddntando-se como critério, os graus: (0)
Sem alteracdo da superficie articular; (1) Irregudmle da superficie articular; (2)
Saliéncia da superficie articular com leve proje@bopaca; (3) Saliéncia da superficie
articular com acentuada projecao radiopaca.

Ao final do experimento, os 20 caes tiveram suasudaicoes reestabilizadas, com

0 mesmo implante sintético de polipropileno, efiodoados a pessoas interessadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A opcao por obter-se a MO dos quatro membros dman baseou-se na
afirmacao de que o volume inicial colhido apos dupacdo de um osso longo €, de fato,
composto por MO. Entretanto, apos “esgotar’ a MGtale@sso perfurado, inicia-se o
refluxo de sangue periférico, devido ao intimo atmtda agulha com a artéria nutriente
principal, localizada no espaco intramedular doo o 3RINKER et al., 1999). Desta
forma, aumentando o nimero de ossos para colatardou-se também a quantidade

efetiva de MO colhida. Como padronizacdo da tégmpsou-se por colher um quarto do
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volume total em cada um dos quatro sitios, sendese® trocanter maior do fémur e a
cabeca do Umero (MULLER et al., 2009), bilaterBisde-se afirmar que, neste trabalho,
obteve-se a MO com mais facilidade, quando os srferam o sitio de colheita. Dos 20
umeros perfurados, em 12 (60%), precisou-se apemasovimento de succdo com a
seringa para se obter o volume desejado, enquaretang fémur, isso ndo ocorreu em
nenhum dos 20 sitios. Este dado torna-se importgnndo se pensa em velocidade do
processo para se evitar a morte celular (OLSSGIN,2009).

Baseado na pesquisa de OLSSON et al. (2009) aidadatde MO colhida por
animal foi de 10ml kg e segundo P1ZZO e POPLACK (2005), em humanos, &sta
quantidade de medula ideal a ser colhida para queuimero adequado de células-tronco
mononucleares (CTM) seja alcancado. GENGOZIAN (20060ica como numero ideal
para a implantacdo (“pega”) do enxerto, o de 2 %c#lulas, com pelo menos 90% de
células viaveis. Obteve-se neste experimento, ceniimédio de 2,34 x f@élulas pf (+
1,75) com viabilidade média de 95,7% (+ 2,35), e g§a enquadra nos valores adequados
para uma correta implantacéo.

Com relacdo ao local de administracdo da FCMO, rmesdp havendo um
consenso sobre a melhor via (OTERO et al., 2008judes de STRAUER e
KORNOWSKI (2003) e ANDERSON et al. (2005) demonsitter sido encontrada maior
quantidade de células quando estas foram admutéstrpela via intra-lesional. A partir
desses dados, optou-se pela administracdo inicadart das células, pois a via
intravenosa, apesar de mais facil execucéo, possigito de primeira passagem pulmonar
e a necessidade de varias passagens circulatt&#rigaeaas células entrem em contato com
a lesdo (STRAUER & KORNOWSKI, 2003). Este fato paddwinuir significativamente a
quantidade de células no tecido alvo (STRAUER & KORVSKI, 2003).

Em todos os animais que apresentaram alguma d@teragsas foram oriundas dos

orificios 6sseos por onde se passou o implantétsiat Dos 10 caes do grupo controle,
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apenas um (10%) apresentou grau 1 de irregularidatlee o orificio da tibia, ndo
havendo sinais compativeis com crepitacéo, dofaudiracdo do membro.

Nos 10 animais do grupo tratado, as alteracéesnforais evidentes. Um céo
(10%) apresentou grau 1 de irregularidade e um JEp¥esentou grau 2. Nesses animais,
nao estiveram associadas dor a flexdo, crepitaghaclaudicacdo no momento das
respectivas bidpsias. Contudo, trés caes (30%¥pami@am grau 3 de irregularidade, ou
seja, saliéncia a partir do orificio 6sseo, cormagala projecao radiopaca intra-articular
(Figura 1). Dois desses animais apresentaram doretida a flexdo, permitindo que a
articulacdo fosse manipulada, embora apresentamdis sde desconforto durante o
exame. Todos os trés apresentaram crepitacao ndagendermitente durante a flexao e
extensdo passivas, mas curiosamente, ndo apreserdaudicacdo (PENHA et a., 2007).
O fato de 50% dos animais do grupo tratado aprasamt algum crescimento intra-
articular, pressupde a acao das células-tronconhecendo a lesdo 6ssea iatropatogénica
como uma importante fonte a ser reparada. Conts#® crescimento desordenado para o
interior da articulagéo nao € desejavel.

Sabe-se que fatores de crescimento influenciam igtaria, diferenciacao,
proliferacéo e atividade cinética de células 6ssedssta forma, regulam fisiologicamente
a cicatrizacdo do osso. Numerosos fatores de oresthd tém efeito estimulante sobre a
cicatrizacdo de um defeito 0sseo, induzindo quiaiat proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos e seus precursores (SARKARA et aD6)20Neste estudo, o fator de
estimulo para a diferenciacdo das células-troncaomacleares em osteoblastos foi o
proprio 0sso esponjoso trazido pelo implante, deranpassagem pelo orificio do fémur
(KRAUS E KIRKER-HEAD, 2006). Este material € compadamente uma substancia
osteoindutora, capaz de reparar lesdes 0sseas (BONES et al., 1998; FERRIGNO et

al., 2007).
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Todos os animais foram submetidos a bidpsia ad dios periodos de observacao
(50 ou 90 dias apos a correcao cirurgica) e pauta,taealizou-se a artrotomia do joelho e
a seccado do implante com o bisturi. As incisbesa pamocdo do fragmento foram
realizadas o mais préoximo possivel do fémur elada,tpermitindo uma avaliacdo de toda
a porcao do implante que manteve contato com oiontda articulacdo. Utilizaram-se
quatro meétodos para cada material biopsiado, sessles H&E, Tricromico de Masson,
Von Kossa e marcacao das células CD34.

Ocorreu crescimento de tecido conjuntivo ao redottatlos os 20 implantes de
polipropileno, o que permitiu considerar um refoegdra a resisténcia e durabilidade do
ligamento sintético. A coloragdo de H&E, este tecwbnjuntivo mostrou-se denso e
maduro, apresentando-se intimamente entrelacadma tlo implante.

Em trés amostras, identificou-se presenca de mexhsl@a funcional no material
colhido, sendo esses animais, integrantes do GTsefa; grupo que recebeu células-
tronco. Considerando que a técnica cirurgica afil&z para a reconstrucédo do ligamento
cruzado, perfurou tanto o fémur quanto a tibiamimal, pode-se supor que o contato da
articulacdo com 0 0sso esponjoso das epifisesrpdes, foi um estimulo muito forte para
a diferenciacéo das células-tronco aplicadas rad.loc

Na imuno-histoquimica, marcou-se o antigeno derfiggeCD34, com 0 objetivo
de identificar as células-tronco mononucleares gmtes no local da cirurgia. Para
surpresa dos pesquisadores, todas as 20 amodda%)(hpresentaram células CD34+,
demonstrando a presenca de células-tronco hemétimasi no implante de todos os
animais, e em quantidades semelhantes.

O fato de haver células CD34+ nos cdes do GC pedeuas explicacbes. A
primeira é a quimiotaxia de células-tronco estosadaorganismo, para o local da leséo,
chamada de “homing” (VERFAILLIE, 2002). Entretan&yspeita-se que este achado

pode ter outra explicacdo. O fato de ter havidoagasamento de MO para dentro da
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articulacédo, permitiu o contato desta com o imggitama de polipropileno em quatro
camadas) e assim, a medula teria funcionado comededora de células-tronco durante
a formacdo do tecido conjuntivo. Este periodo se ae longo dos 50 ou 90 dias,
explicando, inclusive, o nimero semelhante de aglolarcadas entre 0s grupos.

A coloracdo de Von Kossa, evidenciou-se presengaefésitos de céalcio em 16
amostras (80%), sendo elas 9 (45%) do GT e 7 (I86BC. O tecido Osseo teve,
portanto, desenvolvimento e maturacdo normais. iBed coradas pelo Tricromio de
Masson eram de cor azul e vermelha, demonstrarelbapia maturacdo normal do tecido
fibroso.

Na andlise do liquido sinovial foram verificadatecdes nos aspectos fisico,
quimico e citolégico. A coloracdo rosada, a turbide a baixa viscosidade foram
evidenciadas em sete das 12 amostras analisadednvente. Estes resultados apontam
para um possivel processo inflamatério e/ou degéimer como citam DE BIASI et al.
(2001).

A concentracdo protéica total no liqguido mantevelseada em todas as amostras,
com média de 4,5g/dL, comparado com valores norweimndo entre 2,0 e 2,5g/dL
(PERMAN, 1980; LIPOWITZ, 1985). De acordo com FERNBEZ et al. (1983), os
valores de proteina apresentam-se elevados em dasofropatia inflamatoria devido ao
aumento da permeabilidade vascular.

Neste estudo, a contagem total de células nucleaatésu de 1000 a 48QaL,
com média de 1500 célulat/ sendo que este parametro em liquidos normaia dar
250 a 300QIL (BRINKER et al., 1999). Na avaliacao citologicéfedencial foram
visualizadas células mononucleares (macrofagos, oaitos, células mesoteliais,

sinovidcitos, plasmdécitos, linfocitos) e polimortarteares (neutrdéfilos, eosindfilos); a
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porcentagem de mononucleares pode chegar a 100%é paimorfonucleares mantém-se
proxima de zero (JOHNSON & JOHNSON, 1993).

Na contagem diferencial, uma amostra apresentaudacelade tipica de doenca
inflamatoria aguda, contendo 90% de neutréfilosreegados. Entretanto, o restante das
amostras manteve padrdo cronico tipico de procdsgenerativo, com celularidade
mononuclear variando de 65 a 100% e predominaneiamdcrofagos e linfocitos
(BENNETT et al.,, 1988; JOHNSON & JOHNSON, 1993; WINS, 1993). Outro
aspecto observado foi reatividade de células miesstelinfocitos e macrofagos,
indicando reacdo articular degenerativa. De acaoim BENNETT et al. (1988) e
JOHNSON & JOHNSON (1993), os dados encontradoshabsa do liquido sinovial séo
compativeis com processo degenerativo de natuéezaflamatoria. Esta situacdo advem
do fato de que o modelo experimental aqui utilizéelo uso de apenas um ligamento
sintético para substituir os ligamentos cruzadaesiat e caudal. Esta técnica € capaz de
estabilizar funcionalmente a articulacdo, contuddLMER et al. (2010) afirmam que
algum grau de instabilidade permanecera apos gyigruinao impedindo a progresséao da

DAD.

CONCLUSAO

Conclui-se que para o modelo experimental proposio,se recomenda o uso da fracao
total de células mononucleares, pois estas podean ab reparo da lesdo 0ssea e induzir
crescimento 0sseo intra-articular. Trabalhos erpamtais com células-tronco devem
evitar modelos cujo foco de lesdo mantenha cowliséto com a medula 0ssea, pois torna
incerta a origem das células-tronco encontradasasgectivas biopsias. Conclui-se ainda
que apesar de nao ter havido diferenca clinica engrupo tratado e o grupo controle, a

fracao total de células mononucleares, de aplicagé-articular, foi capaz de induzir o
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crescimento de medula 0ssea funcional, junto adamgp em 30% dos animais que a

receberam.

COMITE DE ETICA
Este estudo foi aprovado pelo Comité &tica em Pesquisa com animais da
Universidade Federal de Santa Maria, sob®028081.003653/2008-59 e seguiu 0s

principios éticos do Colégio Brasileiro de Expemtagdo Animal (COBEA).
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Figura 1 — Imagem radiografica do membro postediogito de um cé@o do grupo tratado. Em (A),

observa-se a incidéncia cranio-caudal da articalalgfjoelho, apés desmotomia do ligamento cruzado
cranial e caudal, e em (B), a imagem da incidélateo-lateral no mesmo momento. As imagens (C) e
(D), referem-se as mesmas incidéncias anteriom@®np apos 90 dias da correcdo cirdrgica com a
técnica proposta. A seta branca da figura (D) detnaro crescimento radiopaco ocorrido a partir do

orificio da tibia, sobre o trajeto do implante étitto. (Creditos: Daniel Curvello de Mendonga Mille



6. DISCUSSAO

A técnica proposta nesse trabalho para a corregdo ligamentos cruzados
desmotomizados, mostrou-se de facil execucao, relagpouca dissecacdo da regido
operada e minima utilizacdo de instrumental esfieait. Isso facilita a sua realizacao
fora dos grandes centros cirargicos. O tempo meeliarurgia foi de 55,8 + 8,34 minutos,
0 que permitiria que todo o procedimento fosseizadb sob acdo da anestesia epidural,
diminuindo os riscos e 0s custos anestésicos.

Optou-se pela desmotomia tanto do ligamento cragu@nto do caudal, para
avaliar a acdo mecanica do implante de polipropileomo Unico estabilizador intra-
articular do joelho. A correcao foi realizada 2asdapos a ruptura, conforme preconizam
SILVA & MUNIZ (1994). Esses autores informam quecasirgias corretivas realizadas
precocemente em suas rotinas foram as que apnesantaaior nimero de complicacdes
poOs-operatorias.

A opcdo por obter-se a MO dos quatro membros donanibaseou-se na
afirmacéo de que o volume inicial colhido apos dupacdo de um osso longo €, de fato,
composto por MO (BRINKER et al., 1999). Entretardpgs “esgotar” a MO deste 0sso
perfurado, inicia-se o refluxo de sangue periféraevido ao intimo contato da agulha
com a artéria nutriente principal, localizada npag® intramedular do osso (BRINKER et
al., 1999). Desta forma, aumentando o nimero desqs®a coleta, aumentou-se também
a quantidade efetiva de MO colhida. Como padrodizaia técnica, optou-se por colher
um quarto do volume total em cada um dos quati@ssi&endo esses, o trocanter maior do
fémur e a cabeca do Umero (MULLER et al., 2009)anios os lados. Pode-se afirmar
que, neste trabalho, obteve-se a MO com maisdaddi, quando os Umeros foram o sitio

de colheita. Dos 20 umeros perfurados, em 12 (6p%6Lisou-se apenas um movimento
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de succdo com a seringa para se obter o volum@desenquanto que no fémur, isso nao
ocorreu em nenhum dos 20 sitios. Este dado tormangertante, quando se pensa em
velocidade do processo para se evitar a morteac€lOLSSON et al. 2009).

Baseado na pesquisa de OLSSON et al. (2009) aidadatde MO colhida por
animal foi de 10ml kg e segundo P1ZZO e POPLACK (2005), em humanos, &sta
quantidade de medula ideal a ser colhida para queuimero adequado de células-tronco
mononucleares (CTM) seja alcancado. GENGOZIAN (20060ica como numero ideal
para a implantacdo (“pega”) do enxerto, o de 2 %c#lulas, com pelo menos 90% de
células viaveis. Obteve-se neste experimento, ceniimédio de 2,34 x f@élulas pf (+
1,75) com viabilidade média de 95,7% (+ 2,35), e g§a enquadra nos valores adequados
para uma correta implantacéo.

Com relacdo ao local de administracdo da FCMO, rmesdp havendo um
consenso sobre a melhor via (OTERO et al., 2008judes de STRAUER e
KORNOWSKI (2003) e ANDERSON et al. (2005) demonsitter sido encontrada maior
quantidade de células quando estas foram admutéstrpela via intra-lesional. A partir
desses dados, optou-se pela administracdo inicadart das células, pois a via
intravenosa, apesar de mais facil execucéo, possigito de primeira passagem pulmonar
e a necessidade de varias passagens circulatt&#rigaeaas células entrem em contato com
a lesdo (STRAUER & KORNOWSKI, 2003). Este fato paddwinuir significativamente a
quantidade de células no tecido alvo (STRAUER & KORVSKI, 2003).

Quanto a técnica cirurgica propriamente dita, peelelestacar a forma de fixacéo
do implante. No fémur o implante foi fixado duagze® sem que houvesse excesso de
material. Além disso, o fato da cerclagem ser féahsobre o implante garantiu que
quando este fosse dobrado (Figura 3B), o n6 dadéicaco permanecesse protegido,
evitando lesdes aos tecidos adjacentes. A dupdgdix ao fémur permitiu ainda que o

implante fosse tracionado, sem risco de rupturaa peer fixado a tibia com a
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hemicerclagem. O fato de a tibia ser um osso tiangm sua diafise proximal, fez com
que se evitasse a realizacdo da cerclagem conggletdor do 0sso, pois além de instavel
nesta regido, estrangularia uma grande porcao mawmsconforme observado nos pré-
experimentos. Optou-se pela fixacdo em “U”, sendmale aco tracionado na por¢cao
medial do membro, acomodando-se 0 né contra o d&sm.houve ruptura de nenhuma
fixacdo, tanto no fémur quanto na tibia, durantgedodo de avaliacdo dos 20 animais
operados.

Os problemas vinculados a utilizacdo de enxertas t@anicas intra-articulares
ocorrem na fase de remodelamento, na qual o engede deformar ou afrouxar caso o
pos-operatorio ndo seja satisfatorio (GAGLIARDO aét 2004). Na busca de evitar
complicacbes neste periodo, alguns cirurgibes oppata imobilizacdo do membro
operado. PENHA et al. (2007), ap0Os utilizarem fadata autdgena na correcdo do
ligamento cruzado rompido, imobilizaram o membropds-operatério com muleta de
Thomas modificada, durante 14 dias. Isso ocorreut@ns 0s pacientes, sendo que
apenas um animal (7%) apresentou ruptura cinco resnapos o procedimento.
SALBEGO et al. (2007), apds substituirem o ligarmoeatuzado cranial de cées por
segmento teno-0sseo homologo conservado em ghceain98%, imobilizaram a
articulacdo por quatro semanas, pelo método desfixagdo percutanea (Ehmer-
Kirschner). Esta imobilizacdo garantiu a integrel@e todos os implantes até 0 momento
da bidpsia, contudo resultou em um grau considediveigidez articular apos a retirada
do aparelho de fixacdo aos 30 dias de pos-opeavatori

No experimento aqui relatado, ndo houve qualquesbilimacdo externa da
articulacdo ao longo dos 90 dias de avaliacdo. fmaas foram mantidos em gaiolas
individuais, contudo eram soltos em solario porsduezes durante o dia, todos juntos,
sem qualquer restricdo da movimentacédo. O fatddesa imobilizar a articulacdo, facilita

0 cuidado pos-operatorio, preservando-se a fungdarticulacdo, evitando aderéncias
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intra-articulares e além de permitir que o pré@andmal inicie 0 apoio do membro ao solo
voluntariamente. Cabe ressaltar que a articulaig@e, favorece também o trabalho do
fisioterapeuta, o qual oferece importante supatjevante ao tratamento desses pacientes
(VEIGA et al., 2007).

A média do tempo de retorno ao apoio do membrmbmfsi de 8,85 + 4,43 dias.
Este dado refere-se ao inicio da utilizacdo do mendonsiderando os diferentes graus de
claudicacéo, incluindo o apoio apenas quando eatast Tal dado torna-se de extrema
importancia, considerando que segundo VEIGA e{28l07), o trabalho de reabilitacéo
deve priorizar a flexdao e extensdo articular panpedir a perda de amplitude do
movimento. A utilizacdo do membro ao caminhar € unowvimentacdo ativa e envolve
movimentos de flexdo e extensao, portanto, preadeio apoio € desejada e é sinbnimo
de reabilitacao.

Dos 20 animais operados, dois (10%) apresentarammplante rompido no
momento da artrotomia e um (5%) apresentou o inplgrarcialmente rompido.
Considerando que esses resultados partiram dg&itwende somente um dnico implante
substituiu os dois ligamentos (cranial e caudatjedita-se que quando o material for
empregado em associacao ao ligamento caudal insggesentara uma estabilidade ainda
maior. MENDENHALL et al. (1987) utilizaram prétetmncada de polipropileno em 17
cées, e tiveram como resultado ruptura parcialotal tle todos os implantes até os 10
meses. Atribuiram o insucesso a viscoelasticidadessiva do dispositivo e a falha por
fadiga. Ainda assim, cabe ressaltar que o implatiizado na pesquisa aqui proposta,
apresentou quatro camadas, diferente do utilizatoMENDENHALL et al. (1987).
Além disso, tém-se o fato de que um Uunico implantea-articular neste experimento,
demonstrou resultados clinicos altamente satiststé@té os 90 dias.

Pelo mesmo motivo, foi observado movimento de gawkscreto no membro

operado de 17 animais e moderado nos trés queeapaemm alteracdes fisicas do
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implante. Utilizou-se para a afericdo do movimeatticular, a comparacdo com o
membro contralateral (sadio). Considerando o0 mersédio com movimentagao ausente,
dividiram-se o0s escores em: ausente (sem movindojtacdiscreto (discreta
movimentacdo cranial da tibia em relacdo ao fénmurnoderado (movimentacao
acentuada da tibia), semelhante a avaliacdo de RE\HI. (2007). Considerando que na
auséncia de ambos os ligamentos a articulacéo empaese acentuadamente instavel,
percebeu-se que um unico implante foi capaz deuest a dinamica articular, com
excecao dos trés animais que apresentaram comjmoenét do implante.

Na analise do liquido sinovial foram verificadatecdes nos aspectos fisico,
quimico e citolégico. A coloracdo rosada, a turbide a baixa viscosidade foram
evidenciadas em sete das 12 amostras analisadesgnvente. Estes resultados apontam
para um possivel processo inflamatério e/ou degéimer como citam DE BIASI et al.
(2001).

A concentracdo protéica total no liquido mantevelseada em todas as amostras,
com média de 4,5g/dL, comparado com valores norweimndo entre 2,0 e 2,5g/dL
(PERMAN, 1980; LIPOWITZ, 1985). De acordo com FERNBEZ et al. (1983), os
valores de proteina apresentam-se elevados em dasofropatia inflamatoria devido ao
aumento da permeabilidade vascular.

Neste estudo, a contagem total de células nucleaatasu de 1000 a 48QQL,
com média de 1500 célulat/ sendo que este parametro em liquidos normaia dar
250 a 300QIiL (BRINKER et al., 1999). Na avaliacao citologicéfedencial foram
visualizadas células mononucleares (macrofagos, 6aitms, células mesoteliais,
sinovidcitos, plasmacitos, linfécitos) e polimortakeares (neutréfilos, eosinéfilos), das
guais a porcentagem de mononucleares pode chetf2®% e a de polimorfonucleares

mantém-se proxima de zero (JOHNSON e JOHNSON, 1993)
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Na contagem diferencial, uma amostra apresentaudacelade tipica de doenca
inflamatoria aguda, contendo 90% de neutréfilosreegados. Entretanto, o restante das
amostras manteve padrdo cronico tipico de procdsgenerativo, com celularidade
mononuclear variando de 65 a 100% e predominaneiamdcrofagos e linfocitos
(BENNETT et al., 1988; JOHNSON e JOHNSON, 1993; WIMS, 1993). Outro
aspecto observado foi reatividade em células miesstelinfocitos e macrofagos,
indicando reacdo articular degenerativa. De acaoim BENNETT et al. (1988) e
JOHNSON e JOHNSON (1993), os dados encontradosdesa do liquido sinovial séo
compativeis com processo degenerativo de natuéezaflamatoria. Esta situacdo advéem
do fato de que o modelo experimental aqui utilizéelo uso de apenas um ligamento
sintético para substituir os ligamentos cruzadaesiat e caudal. Esta técnica € capaz de
estabilizar funcionalmente a articulacdo, contudara grau de instabilidade permanecera
apos a cirurgia, ndo impedindo a progressao da DAD.

De 10 caes avaliados aos 50 dias apds a cirurgia,(10%) apresentava
claudicacéo discreta durante a marcha e um (10%}paptava claudicacdo constante ao
caminhar. Dos 10 cées avaliados aos 90 dias, apemd$0%) apresentava claudicacao
discreta durante a marcha. Esses trés animais kberacdo da marcha nos momentos das
respectivas avaliacbes foram os mesmos que romgmaesial ou totalmente o implante.
Os demais ndo apresentaram claudicacdo, apoiamdpletamente o0 membro durante a
atividade fisica ou em estacdo. Esses resultagmyau o tempo meédio para o retorno
funcional do membro operado, que varia em tornagqadatro meses (ELKINS, 1991;
MOORE E READ, 1996).

Ressalta-se aqui, que estatisticamente ndo fornam diferenca clinica entre o
grupo controle e o grupo tratado e por isso, emragarametros, optou-se por comparar
0S animais quanto ao tempo de pds-operatorio. Abagdes clinicas aconteceram antes

da cirurgia, e aos 50 dias (grupo A) ou 90 diasidgrB) apds a correcdo cirdrgica.



96

Dezoito caes (90%) apresentaram auséncia de daritipelo 0 exercicio passivo de todos
0S movimentos fisioldgicos da articulacdo sem amies relutédncia ao exame. Dois
animais (10%) apresentaram dor discreta, permitquoa articulacdo fosse manipulada
embora apresentando sinais de desconforto arti@daro voltar o focinho em direcdo ao
avaliador durante o exame, sem vocalizar. Nao semrsiou qualquer sinal clinico de
rejeicdo do implante utilizado, como producéo acad de liquido sinovial, inflamacéao
local ou perda da funcao articular.

A avaliacdo radiografica constou de duas projeq@esero-posterior e latero-
lateral), nos momentos antes da ruptura do ligaon@nticulacdo sadia) e antes da bidpsia
(maximo periodo de permanéncia do implante, antesuh remocéo). Avaliou-se o
crescimento de qualquer estrutura intra-articiddntando-se como critério, os graus: (0)
Sem alteracdo da superficie articular; (1) Irregudmle da superficie articular; (2)
Saliéncia da superficie articular com leve proje@bopaca; (3) Saliéncia da superficie
articular com acentuada projecao radiopaca.

Todos os animais que apresentaram alguma alterigémgm como origem 0S
orificios 0sseos por onde foi passado o implam&sto. Dos 10 cdes do grupo controle,
apenas um (10%) apresentou grau 1 de irregularidatlee o orificio da tibia, ndo
havendo sinais compativeis com crepitacéo, dofaudicacdo do membro.

Nos 10 animais tratados com as células-troncotamedes foram mais evidentes.
Um céo (10%) apresentou grau 1 de irregularidagie €10%) apresentou grau 2. Nesses
animais, nao estiveram associadas dor a flexapit@géo ou claudicagcdo no momento das
respectivas bidpsias. Contudo, trés caes (30%¥pami@am grau 3 de irregularidade, ou
seja, saliéncia a partir do orificio 6sseo, cormagala projecao radiopaca intra-articular.
Dois desses animais apresentaram dor discreta&oflpermitindo que a articulacéo fosse
manipulada, embora apresentando sinais de destmufarante o exame. Todos 0s trés

apresentaram crepitacdo moderada, intermitenteduaaflexdo e extensao passivas, mas
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curiosamente, ndo apresentaram claudicacdo. (PE&HA, 2007). O fato de 50% dos
animais do grupo tratado apresentarem algum crestimintra-articular, pressupde a acao
das células-tronco reconhecendo a lesdo 0ssegénica como uma importante fonte a
ser reparada, mesmo sendo indesejado na articulacao

Independente do grupo, dez cdes (50%) nao aprementqualquer sinal de
crepitacao articular, seis (30%) apresentaram tagim discreta (presenca de crepitacao
durante os extremos de flexdo e extensdo passvgsptro animais, (20%) crepitacao
moderada (crepitacdo intermitente durante a flex@xtensao passivas) de acordo com
avaliacdo de PENHA et al. (2007). Acredita-se quazio pela qual foi observada a
crepitacdo nos animais deste trabalho, esta nad&axistir algum grau de instabilidade
articular, conforme CHIERICHETTI et al. (2001), mé daqueles trés citados
anteriormente que apresentaram o implante compigdonet

Sabe-se que fatores de crescimento influenciam igtaria, diferenciacao,
proliferacéo e atividade cinética de células 6ssedssta forma, regulam fisiologicamente
a cicatrizacdo do osso. Numerosos fatores de oresthd tém efeito estimulante sobre a
cicatrizacdo de um defeito 0sseo, induzindo quiaxiat proliferacdo e diferenciacéo de
osteoblastos e seus precursores (SARKARA et aD6)20Neste estudo, o fator de
estimulo para a diferenciacdo das células-troncaomacleares em osteoblastos foi o
proprio 0sso esponjoso trazido pelo implante, deranpassagem pelo orificio do fémur
(KRAUS E KIRKER-HEAD, 2006). Este material é, compadamente, uma substancia
osteoindutora, capaz de reparar lesdes 0sseas (BONES et al., 1998; FERRIGNO et
al., 2007).

Todos os animais foram submetidos a bidpsia aé dios periodos de observacao
(50 ou 90 dias apos a correcao cirurgica) e pawta,taealizou-se a artrotomia do joelho e
a seccado do implante com o bisturi. As incisbesa pamocdo do fragmento foram

realizadas o mais préximo possivel do fémur elida,tpermitindo uma avaliacdo de toda
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a porcao do implante que manteve contato com oiontda articulacdo. Utilizaram-se
quatro metodos para cada matérial biopsiado, sessis a H&E (Figura 1), Tricromio de
Masson (Figura 2), Von Kossa (Figura 3) e marcalgéocelulas CD34 (Figura 4).

Ocorreu crescimento de tecido conjuntivo ao redoitatlos os 20 implantes de
polipropileno, o que permitiu considerar um refoegdra a resisténcia e durabilidade do
ligamento sintético. A coloragdo de H&E, este tecwbnjuntivo mostrou-se denso e
maduro, apresentando-se intimamente entrelacadma tlo implante (Figura 1).

Em trés amostras, identificou-se presenca de medsdaa ativa no material
colhido (Figura 5), sendo esses animais, integsatite GT, ou seja, grupo que recebeu
células-tronco. Considerando que a técnica cirargitlizada para a reconstrucdo do
ligamento cruzado, perfurou tanto o fémur quantibia do animal, pode-se supor que o
contato da articulacdo com 0 0sso esponjoso ddisespperfuradas, foi um estimulo
muito forte para a diferenciacdo das células-trapiadas no local.

Na imuno-histoquimica, marcou-se o antigeno derfigpeCD34, com 0 objetivo
de identificar as células-tronco mononucleares gmtes no local da cirurgia. Para
surpresa dos pesquisadores, todas as 20 amodd@d)(hpresentaram células CD34+
(figura 4), demonstrando a presenca de célulasdrdrematopoiéticas no implante de
todos os animais, e em quantidades semelhantes.

O fato de haver células CD34+ nos caes do GC pedeuas explicacbes. A
primeira é a quimiotaxia de células-tronco estosadaorganismo, para o local da leséo,
chamada de “homing” (VERFAILLIE, 2002). Entretan&yspeita-se que este achado
pode ter outra explicacdo O fato de ter havidoassamento de MO para dentro da
articulacédo, permitiu o contato desta com o imggitama de polipropileno em quatro
camadas) e assim, a medula teria funcionado comededora de células hematopoiéticas
durante a formacéo do tecido conjuntivo. Este perige deu ao longo dos 50 ou 90 dias,

explicando, inclusive, o nimero semelhante de aglolarcadas entre 0os grupos.
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A coloracdo de Von Kossa, evidenciou-se presengaefésitos de céalcio em 16
amostras (80%), sendo elas 9 (45%) do GT e 7 (I86BC. O tecido Osseo teve,
portanto, desenvolvimento e maturacdo normais. iBed coradas pelo Tricromio de

Masson eram de cor azul e vermelha, demonstrarelbapia maturacdo normal do tecido

fibroso.
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Figura 1 - (HE 40x) Tecido formado ao redor do iampé sintético de polipropileno. Este tecido cotijan
mostra-se denso e maduro, apresentando-se intinreatrelagado a trama do implante. Observam-se
espacos vazios entre o tecido. Trata-se do loa# estava o implante. (C&o do grupo tratado. Bidpss

90 dias apds a correcao cirtrgica) (Créditos: hatiello de Souza)
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Figura 2 — (Tricromico de Masson 40x) Tecido acoratb implante sintético de polipropileno. Obsesea-
presenca de fibras colagenas azuis em ligeira priedoicia sobre as vermelhas. (Cao do grupo tratado

Biopsia aos 90 dias apds a correcao cirdrgica)di@rs Tatiana Mello de Souza)
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Figura 3 — (Von Kossa 40x) Tecido ao redor do imfgasintético de polipropileno. Observa-se a plea
célcio corada em preto, demonstrando o crescintsseo sobre o implante sintético. (Céo do grupadea

Bidpsia aos 90 dias apds a correc¢édo cirlrgica)



Figura 4 — (Imuno-histoquimica 100x) Observa-seacacdo dos antigenos de superficie CD34, com o
objetivo de identificar as células-tronco hematépoas. O conjunto de células amarronzadas situaglas
centro da imagem sao as células marcadas pela mstomguimica. (Cao do grupo controle. Biépsia abs 9

dias apo6s a corregdo cirdrgica)
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Figura 5 — (HE 100x) Lamina demonstrando osso coesgmca de medula dssea funcional
(seta) associada ao implante sintético de polifgnpi (Cao do grupo tratado. Bidpsia aos 90

dias apo6s a corregdo cirdrgica)
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7. CONCLUSOES

ApoOs o desenvolvimento deste trabalho, foi possiwetluir que:

- A malha de polipropileno, na forma como foi uidda, € um material que oferece
resisténcia adequada, para estabilizar parcialnzeatgculacéo do joelho, na auséncia dos
ligamentos cruzados cranial e caudal.

- A técnica proposta exigiu pouca dissecacdo dadds moles e permitiu total
estabilidade na fixacdo do implante sintético aamos

- Utilizar um Unico implante sintético para suhstismbos os ligamentos cruzados
(cranial e caudal), devolve a estabilidade articala funcéo fisiologica do membro, mas
nao impede a permanecia de um grau leve de mownglengaveta e consequentemente a
progressao da DAD.

- A medula 6ssea € uma fonte autdloga facilmenessizel de obtencdo de
células-tronco e pode ser adquirida do interioraks®s longos, como a partir do trocanter
maior do fémur e tuberosidade maior do umero.

- A correta orientacao da agulha e acurada tédddatroducdo da mesma podem
reduzir significativamente a ocorréncia de lesdes t@cidos adjacentes ao sitio, assim
como algumas complicacdes.

- O modelo experimental da técnica cirdrgica prtgnosdo é recomendado para o
uso da fracdo total de células mononucleares, ggtess podem atuar no reparo da leséao
0ssea e induzir crescimento 0sseo intra-articular.

- Trabalhos experimentais com células-tronco degeitar modelos cujo foco de
lesdo mantenha contato direto com a medula 0ssisatopna incerta a origem das células-

tronco encontradas nas respectivas biopsias.



106

REFERENCIAS

AMATUZZI, M. M.; ROSSI, J.D.M.B.A.Patologia do joelho.S&o Paulo: [s.n.], 1992.
187p, p.1,35,37,106-108.

AMATUZZI, M.M. et al. O tratamento cirirgico é impivo na lesdo do ligamento
cruzado anterior? Ha lugar para o tratamento coader? Revista Brasileira de
Ortopedia. S&o Paulo, v.42, n.8, 2007.

ANDERSON, D. et al. Cell-based therapy for discaieprhe Spine Journal v.5, p.297-
303, 2005.

AQUINO, L.P.C.T. et al. Hematological, biochemieald anatomopathological aspects of
the experimental infection witfirypanosoma evans in dogs. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnig v.54, n.l, p.8-18, 2002. Disponivel em:

<http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102093522PMM0002&script=sci arttext&tln

g=er>. Acesso em 8 mar. 2009. doi: 10.1590/S0102-@33000100002.

ARIAS, S.A. et al. Avaliagc&o radioldgica e artrogima e histologia da membrana sinovial
do joelho de cées tratados com associac¢do decsdiatondroitina e hialuronato de sédio,
apos doenca articular degenerativa induzida expat@mente Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.Belo Horizonte, v.55, n.4, 2003.

AZEVEDO, W.; RIBEIRO, M.C.C. Fontes de célulasAco hematopoiéticas para
transplantesin: SIMPOSIO: TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA, 2000, Rib&ir
Preto, SP.Anais... Ribeirdo preto: USP, 2000. v.33, n.4, p.381-389.

BANWELL, M.N. et al. In Vitro Evaluation of the 18nd 36 kg Securos Cranial Cruciate
Ligament Repair Systerieterinary Surgery. Philadelphia. v.34, n.3, p.283-288, 2005.
BENNETT, D. et al. A reapraisal of anterior crueifigament disease in the ddgurnal

Small Animal Practice, v. 29, n.5, p.275-297, 1988.



107

BENNETT, D.; MAY, C. Moléstias articulares de caesgatos In: ETTINGER, S.J.,
FELDMAN, E.C. Tratado de Medicina Interna Veterinaria. 4ed. Sdo Paulo: Manole,
cap. 149. v.2, p.2817-2818, 1997.

BOSCHIN, L.C. et al. Artrotomia “versus” artroscapiavaliacdo pos-operatoria da
reconstrucdo do ligamento cruzado anteriRevista Brasileira de Ortopedia S&o
Paulo, v.37,n.1/2, 2002.

BOYUM, A. Separation of leukocytes rom blood andhé@anarrow. Introduction. Scand.
Journal Clinical Laboratory Investigation Supplement, v.97, p.7, 1968.

BRENDOLAN, A.P. et al. Aspectos clinicos e radidg@s do pericardio bovino como
substituto do ligamento cruzado cranial de ca@equivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia.Belo Horizonte, v.59, n.4, 2007.

BRINKER, W.O.; PIERMATTEI, D.L.; FLO, G.LManual de ortopedia e tratamento das
fraturas dos pequenos animaisSao Paulo. Manole, cap.17, A articulacdo fémdmo-ti
patelar (joelho). p.480-537, 1999.

BRUNELLI, A.T.J. et al. Transplante autogeno deikes-tronco do limbo esclerocorneal
em caes. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootemia, Belo Horizonte,
v.59, n.5, p.1194-1204, 2007. Disponivel em:

<http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102093520WAD0015&script=sci abstract&tl

ng=pt>. Acesso em 8 mar. 2009. doi: 10.1590/S0102-2@3E000500015.

BRUNO, B. et al. Purified canine CD34+Lin- marr@ells transduced with retroviral
vectors give rise to long-term multilineage hematepis. Biology and Blood Marrow
Transplantation, Baltimore, v.7, n.10, p.543-551, 2001.

CAFALLI, F. A. S.; BORELLI, V.; HOLZCHUH, M. P. etl. Estudo esperimental dos
efeitos da radiacéo laser de baixa energia na eeggdo osteocartilaginea em joelhos de

coelhosRev Bras Ortop. v.28, p.673-678, 1993.



108

CAMANHO, G.L.; VIEGAS, A.C. Avaliacdo de reconstdg do ligamento cruzado
anterior em pacientes com idade acima de 45 &wa4sta Brasileira de Ortopedia Sao
Paulo, v.36, n.1/2, 2001.

CAMARGO, O.P.A. et al. Lesao do ligamento cruzadsterior Incidéncia e tratamento.
Revista Brasileira de Ortopedia Sdo Paulo, v.31, n.6, 1996.

CAMARGO, O.P.A. et al. Resultado a médio prazordaonstrucdo da leséo crénica do
ligamento cruzado anterior com protese de polieRevista Brasileira de Ortopedia
Séo Paulo, v.36, n.4, p.111-116, 2001.

CASTANIA, V.A. Enxerto corticoesponjoso homogeno processado quiraimente,
esterilizado em o6xido de etileno e embebido em mddudssea autdogena.2007. 67f.
Tese (Doutorado em ortopedia. Traumatologia e liesg#io) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.

CHIERICHETTI, A.L.; ALVARENGA, J.; PEDRO, C.R. etl.aRuptura do ligamento
cruzado cranial. estudo comparativo da técnicaaexticular com enxerto autdogeno de
fascia lata com e sem artrotomia exploratd@ifnica Veterinaria. Sdo Paulpv.4, n.33,
p.34-42, 2001.

COHEN, M. et al. Reconstrucéo intra-articular dmmento cruzado anterior com enxerto
autologo de tendao patelar envolvido pelo ligamesitdético de poliésterRevista
Brasileira de Ortopedia. Sdo Paulo, v.29, n.8, 1994.

CONZEMIUS, M.G. et al. Effect of surgical technigae limb function after surgery for
rupture of the cranial cruciate ligament in dogsurnal of the American Veterinary
Medical Association Schaumburg, v.226, n.2, p.232-236, 2005.

CURY, P.M. Biodpsia de medula 6ssea e sua inteagéiet— o papel do hematopatologista
Revista Brasileira Hematologia e HemoterapiaRio de Janeiro, v.2, n.25, p.79-80,

2003.



109

CUTLER, C.; ANTIN, J. H. Peripheral blood stem s€dfibr allogeneic transplantation: a
review.Stem Cells Dayton, v.19, p.108-117, 2001.

DE BIASI, F. et al. Alteracdes no liquido sinovidd joelho de cdes com osteoartrite
induzida pelo modelo Pond e Nuldrquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia.Belo Horizontey.53, n.5, 2001.

DOMINIS, M. et al. Bone marrow lymphoid aggregates malignant lymphomas
Croatian Medical Journal, Zagreb, v.3, n.46, p.410-416, 2005.

DOVERSPIKE, M. et al. Contralateral cranial crueiigament rupture: incidence in 114
dogs.Journal of American Veterinary Medical Association v.29, p.167-170, 1993.
DUELAND, R.T. Disturbio Ortopédicos da Soldra In: BIRCHARD, S.J. SHERDING,
R.G. Manual Saunders Clinica de Pequenos Animdis. Faulo: Editora Roca LTDA,
p.11561163. 1998.

DYCE, K. M.; SACK, W. O.; WENSING, C. J. G. OTratado de Anatomia
Veterinaria. 22 ed. Rio de Janeiro: Guanabara, cap.17, p.380, 1

ELKINS, D.A.; PECHMAN, R.; KEARNEY, M.T. et al. Aatrospective study evaluating
the degree of degenerative joint disease in ifie giint of dogs following surgical repair
of anterior cruciate ligament rupturdournal of the American Animal Hospital
Association South Bend, v.27, p.533-540, 1991.

EL-WARRAK, A.O.; SCHOSSLER, J.E.W. Osteossintes#islaria de tibia em cées
mediante insercdo intramedular de pinos de steinmaala crista tibial. Ciéncia
Rural, Santa Maria, v.28, n.1, p.77-82 1998. Disponivel em:

<http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S01038478198WBIN0013&script=sci arttext&tln

g=>. Acesso em 8 mar. 2009. doi: 10.1590/S0103-8498000100013.
FARAH, S. et al. Tratamento das lesGes cronicadigiomento cruzado anterior com
protese artificial de partes mold3evista Brasileira de Ortopedia Sdo Paulo, v.32,

n.11, 1997.



110

FAUSTINO, C.A.C. Reconstrucdo do ligamento cruzadsterior com 0s enxertos dos
tenddes dos musculos flexores do joelcta Ortopédica Brasileira. Sdo Paulo, v.11,
n.2, p.95-101, 2008.

FAUSTINO, C.A.C. Técnica cirurgica de reconstrughm ligamento cruzado posterior
com uso de enxerto do tendao patdkavista Brasileira de Ortopedia Sdo Paulo, v.31,
n.2, p.143-150, 1996.

FERNANDEZ, F.R. et al. Synovial fluid analysis: Pagation of smears for cytologic
examination of canine synovial fluidlournal of the American Animal Hospital
Association v.19, p.727-734, 1983.

FERRIGNO, C. R. A. et al. Estudo comparativo erggeosteossinteses com placas e
osteossinteses com placas associadas a enxerfpstdama morfogenética 6éssea (Gen-
Tech) em fraturas distais de radio-ulna em cdes omnos de 6 quilosPesquisa
Veterinaria Brasileira, Rio de Janeiro, v. 27, n. 2, p. 65-69, 2007.

FLEURY, S.A. Bidpsia de medula 6ssea (BMO) e sua relacdo com spaado de
medula d6ssea (AMO)2007. Acessado em 29 jul. 2008. Online. Disponivel em:

http://www.fleury.com.br/Publico/LaboratorioRefeptsManualHematologia/pages/Bi%

C3%B3psiademedula?C3%B3sseaBMOesuarela%C3%A7%C3%B0

FOSSUM, T.W. Cranial cruciate ligament rupture. In: . Small animal surgery.
2.ed. St Louis : Moshy. 1997. cap.35, p.957-966.

FUCHS, R. Comparacdo da reconstrucdo do ligamenivado anterior com enxerto
autologo de “tendao patelar” com e sem reforcagseriento sintéticaRevista Brasileira
de Ortopedia. Sao Paulo, v.30, n.5, 1995.

GAGLIARDO, K.M.; SPIRONELLI, D.B.; EIMANTAS, G.C. Métodos de tratanto
para a ruptura completa do ligamento cruzado draemna cdes — revisdoArquivo

Apadec Maringa, n.8, 2004 b.



111

GAGLIARDO, K.M.; SPIRONELLI, D.B.; EIMANTAS, G.C. Ruptura complet@o
ligamento cruzado cranial em cdasq. Apadec, Maringa, n.8, 2004 a.

GALE, R.P. et al. Aplastic anemia: biology andatreent. Annals of Internal Medicine,
Philadelphia, v.95, n.4, p.477-94, 1981.

GALLACHER, L. et al. Identification of novel circating human embryonic blood stem
cells.Blood, Washington, v.96, n.5, p.1740-1747, 2000.

GENGOZIAN, N. Identification and isotation of heropbietic progenitors. In:
FELDMAN, B.F. et al. Scham’s veterinary hematology Philadelphia: Williams &
Wilkins, 2000. cap.16, p.91-96.

GOISSIS, G. et al. Malhas de polipropileno recasertom colageno polianiénico ou
como dupla camada com poli(cloreto de vinila) paraconstrucdo da parede abdominal.
Revista Brasileira de Engenharia BiomédicaCampinas, v.17, n.2, p.69-78, 2001.
GONCALVES, E.A.L. et al. Proteinas morfogenéticaseas: terapéutica molecular no
processo de reparo teciduBevista de Odontologia da Universidade de Séao Paulo
[online]. v.12, n.3. 1998. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttpid=S010306631998000300018&Ing
=en&nrm=iso>. Acesso em: 20 de dezembro de 2007.

GONCALVES, G. et al. Effects of chondroitin sulfassd sodium hyaluronate on
chondrocytes and extracellular matrix of articudartilage in dogs with degenerative joint
diseaseArquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootemia. Belo Horizonte, v.60,
n.1, p.93-102, 2008.

GOSSET, K.A. Anemias associated with drugs ananoteds. In: FELDMAN, B.F. et
al. Schalm’s veterinary hematology Philadelphia : Lippincott Williams & Wilkins.

2000. p.185-189.



112

GRIFFIN, D.W., VASSEUR, P.B. Synovial fluid analgsin dogs with cranial cruciate
ligament ruptureJournal of the American Animal Hospital Association v.28, n.3,
p.277-281, 1992.

HANS, F.R.D. et al. Melhora sintomética e da catesie de exercicio apos o transplante
autologo, transendocardico, de células mononudeataenedula 6ssea em pacientes com
cardiopatia isquémica grave, sustentada até o sewds de evolucdo. Arquivos
Brasileiros de Cardiologia Rio de Janeiro, v.84, n.5, p.360-366, 2005.

HERNIGOU P.H. et al. Percutaneous autologous lmagow grafting for nonunions —
Influence of number and concentration of pragencells.The Journal of Bone
and Joint Surgery. Boston, v.87, p.1430-1437, 2005.

HOTH, J.H. et al. Polypropylene braid augmented aatiaugmented intraarticular
anterior cruciate ligament reconstructioAmerican Journal of Sports Medicine
Baltimore, v.13, n.5, p.321-336, 1985.

HULSE, D. A.; JOHNSON, A. L. Tratamento da doencgcalar In: FOSSUM, T. W.
Cirurgia de Pequenos Animaisl1°® ed Séao Paulo : Roca, cap.30, p.1058- 1070, 2002.
IAMAGUTI, P.; TEIXEIRA, R.B.; PADOVANI, C.F. Ruptu do ligamento cruzado em
cées. Estudo retrospectivo da reconstituicdo caeiddata Ciéncia Rural. Santa Maria,
v.34, n.2, p.131-138, 1998.

JAIN, N.C. Evaluation of anemias and polycythemiagn:_ . Essentials of
veterinary hematology. Philadelphia: Lea & Febiger, 1993. cap.8, p-168.

JOHNSON, J.M., JOHNSON, A.L. Cranial cruciate ligamh rupture. Pathogenesis,
dianosis and postoperative rehabilitatideterinary Clinics of North America: Small
Animal Practice, Philadelphia, v.23, n.4, p.717-733, 1993.

JUNIOR, L.F. et al. Puncéo e infuséo intra-6sseaAcessado em 29 jul. 2008. Online.

Disponivel em: www.uff.br/ph/artigos/intraossea.pdf



113

KOKRON, A.E.V. et al. A Isometricidade do Ligamentruzado PosteriorActa
Ortopédica Brasileira. Sdo Paulo, v.9, n.2, 2001.

KOKRON, A.E.V. et al. Seria o ligamento cruzado teasr o principal estabilizador do
joelho?Revista Brasileira de Ortopedia Sao Paulo, v.28, n.6, 1993.

KRAUS, K. H.; KIRKER-HEAD, C. Mesenchymal stem elland bone
regeneration/eterinary Surgery, Philadelphia, v. 32, p. 232-242, Apr., 2006.

LARUE, S.M. et al. Bidpsia 06ssea. In: BOJRAB, MTkcnicas atuais em cirurgia de
pequenos animais Sao Paulo: Roca, 2005. cap.48, p.794-797.

LIANG, L.; BICKENBACH, J. R. Somatic epidermal stesells can produce multiple cell
lineages during developme@tem Cells Dayton, v.20, p.21-31, 2002.

LIPOWITZ, A.J. Synovial fluid. In: NEWTON, C.D., NNAMARKER, D.M. Textbook
of small animal orthopaedics Philadelphia: Lippincott, 1985. p.1015-1028.

LOPES, R. et al. Avaliagdo do hemograma, retigtdéce mielograma na intoxicacao
subaguda experimental por aflatoxina em ca€##€ncia Rural, Santa Maria, v.28, n.2,

p.257-262, 1998. Disponivel em: _ <http://www.scikttscielo.php?pid=S0103-

84781998000200013&script=sci arttext&ting=en Acesso em 8 mar. 2009. doi:

10.1590/S0103-84781998000200013.

LUND, J.E. Toxicologic effects on blood and bonarrow. In: FELDMAN, B.F. et al.
Schalm’s veterinary hematology. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2@0
p.44-50.

MASSUMOTO, C.M.S. et al. Criopreservacdo de medifsea e células pluripotentes
periféricas utilizando um congelador programaveldpegiéncia em 86 congelamentos.
Revista Associacdo Médica BrasileiraSao Paulo, v.43, n.2, p.93-98,1997. Disponivel

em:<http://www.scielo.br/scielo.php?pid=s01044230AM02000038&script=sci arttext

>. Acesso em 8 mar. 2009. doi: 10.1590/S0104-4230000200003.



114

MELO, D.F. et al. Viabilidade das células mononaods de sangue periférico humano
em diferentes meios de estocagem de dentes awadisisrActa Scientiarum Health
Sciences.Maringa, v.25, n.1, p.69-74, 2003.

MENDENHALL, H.V. et al. Evaluation of the polyprofgne brain as a prosthetic anterior
cruciate ligament replacement in the ddgmerican Journal of Sports Medicine
Baltimore, v.5, n.6, p.543-546, 1987.

MENDONCA, C.L. et al. Avaliacdo clinica e hemamilka em bezerros Nelore
infectados experimentalmente com isoladosBabesia bigemina das regides Sudeste,
Nordeste e Norte do BrasilPesquisa Veterinaria Brasileira Rio de Janeiro, v.23, n.2,
p.52-60, 2003.

MILLER 1ll, R.H. Lesbdes do joelholn: CANALE, S.T. Cirurgia ortopédica de Campbell.
10.ed. Barueri: Manole, v.3, cap.43, p.2165-2388,72

MOORE, K.W.; READ, R.A. Rupture of the cranial ciate ligament in dogs - part I.
Compendium on Continuing Education for the Practichg Veterinarian. Auburn,
v.18, n.3, p.223-234, 1996.

MOTA, A. C. A, SOARES, M.P.B., SANTOS, R.R. Uso tiFapia regenerativa com
células-tronco da medula O0ssea em doencas cardidaess — perspectiva do
hematologistaRevista Brasileira de Hematologia e HemoterapiaSdo José do Rio
Preto, v.27, n.2, p.126-132, 2005.

MULLER et al. Emprego de implante sintético — madleapolipropileno — para promover
a estabilizac&o articular, apos desmotomia doskgeios cruzados em cées — proposicao
de técnica. Ciéncia Rural. Santa Maria, 2010. Ndopr

MULLER, D.C.M. et al. Técnicas e sitios de coletamdedula 6ssea em cdes e gatos.
Ciéncia Rural. Santa Maria, v.39, n.7, p.2243-2251, out, 2009

MULLER, D.C.M.; SCHOSSLER, J.E.W; PINHEIRO, M. Adagao do indice de massa

corporal humano para ca€¥éncia Rural. Santa Maria, v.38, n.4, p.1038-1043, 2008.



115

MUZZI L.A.L. et al. Fisioterapia apos substituicaotroscopica do ligamento cruzado
cranial em cées. | - avaliacdo clinica, radiogeagcultrassonograficArquivo Brasileiro

de Medicina Veterinaria e ZootecniaBelo Horizontev.61, n.4, p.805-814, 2009
MUZZI, L.A.L. et al. Ruptura do ligament cruzadoaoral em céaes: fisiopatologia e
diagndsticoClinica Veterinaria. Sao Paulo, v.5, n.46, p.32-42, 2003.

NAKAGE, A.M.; SANTANA, A.E. Células-tronco hematogticas em cées Ciéncia
Rural, Santa Maria, v.36, n.l, p.325-329, 2006. Dispein em:

<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci art#mid=50103-84782006000100054

Acesso em 8 mar. 2009. doi: 10.1590/S0103-8478RX0NKI0054 .
NAKAGE, A.P.M. et al. Metodologia e aplicacdo deometria de fluxo na hematologia
veterinaria. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.35, n.4, p.966-973, 2005. Dispeiném:

<http://nsdl.org/resource/2200/2006100308054131TAcesso em 8 mar. 2009. doi:

10.1590/S0103-84782005000400040.

NARDI, N. B. Células-tronco: fatos, ficcdo e futuRevista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical. Brasilia, v.37, n.6, p.490-495, 2004.

OLIVEIRA, G. K. Células—tronco mononucleares autélogas na cicatrigdo de
defeitos tibiais agudos experimentais de céao2008. 50f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Universidade Federal det&ataria, 2008.

OLIVEIRA, S.T. et al. Reparacdo do ligamento cruzadanial de cédes por tendao
homologo conservado em glicerina e associado adimailon.Ciéncia Rural. Santa
Maria, v.33, n.4, p.717-723, 2003.

OLSSON, D.C. et al. Aspiracdo e quantificacdo @aluha 6ssea em diferentes 0ossos para
transplante de células-tronco mononucleares em ciesCICLO DE ATUALIZACAO
EM MEDICINA VETERINARIA, 12., 2006, Lages, SCAnais... Lages: Universidade

do Estado de Santa Catarina, 2006. v.12. 154(09p



116

OLSSON, D.C. et al. Colheita de medula 0ssea erst cdedelo para obtencéo da fracao
total de células mononuclear€séncia Rural. Santa Maria, v.39, n.1, p.141-147, 20009.
OTERO R.M. et al. Terapia celular no acidente viascterebral Revista brasileira de
hematologia e hemoterapiaSao Paulo, v.31, n.1, p.99-103, 2009.

PENHA, E.M. et al. PGs-operatorio tardio da subgt#o do ligamento cruzado cranial no
cadoArquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Belo Horizonte, v.59, n.5,
p.1184-1193, 2007.

PEREIRA, P.P. et al. A integracdo do tenddo do massemitendinoso como substituto
do ligamento cruzado anterior — estudo experimasmalcoelhosRevista Brasileira de
Ortopedia. Sdo Paulo, v.30, n.11/12, 2000.

PERMAN, V. Synovial fluid. In: KANEKO, J.JClinical biochemistry of domestic
animals. 3.ed. New York: Academic, 1980. p.749-83.

PIEDADE, S.R.; MISCHAN, M.M. Tratamento cirargicadratura-avulsdo da insercao
tibial do L.C.P. do joelho: experiéncia de 21 cashsta ortopédica brasileira. Sdo
Paulo, v.15,n.5, 2007.

PIERMATTEI, D. L.; FLO, G. L. A articulacdo fémuikio-patelarManual de ortopedia

e tratamento dos pequenos animaig.ed. Sao Paulo: Manole, cap.17, p.496-512, 1999.
P1ZZO, P. A.; POPLACK, D. G.Principles and practice of pediatric oncology.
Filadelfia: Lippincott Williams & Wilkins. 2005. 180 p.

PRIDIE, K. H. A method of resurfacing osteoartlsrikinee jointsJ Bone Joint Surg.v.
41, p. 618-619, 1959.

RAHAL, S.C. et al. Osteomyelitis associated with @thopedic implant. Canadian
Veterinary Journal, Ottawa Ontario, v.44, n.7, p.597-599, 2003

RASKIN, R. Medula é6ssea. In: SLATTER, DManuel de cirurgia de pequenos

animais. Sao Paulo: Manole, 1998. Cap.64, p.1135-1142.



117

ROCKWOOD JR., C. A.; GREN, D. P.; BUCHOLZ, R. Wraturas em adultos ed. 3.
Séao Paulo: Manole Ltda, p. 1831-1852, 1994.

SALBEGO, F.Z. et al. Substituicdo do ligamento adz cranial por segmento teno-0sseo
homologo conservado em glicerina a 98%. Estudorerpatal em caegCiéncia Rural.
Santa Maria, v.37, n.2, p.438-442, 2007.

SALGADO, V.R. Avaliacdo do cultivo microbiolégiode aspirados de medula 6ssea e
sangue no diagnostico da brucelose canizbvet Botucatu, v.2, n.24, p.66-71, 2008.
SAMOTO, V.Y. Terapia celular cardiaca: vias de infusdo de célulamononucleares
em caes e gatos srd2006. 105f. Dissertacdo (Mestrado em CiénciaSurso de Pos-
graduacdo em Anatomia dos Animais Domésticos eeSiiles, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&odPaul

SARAIVA, R.C.C. et al. Diagnostico da lesdo do figanto cruzado anterior por
tomografia computadorizada de duplo contraste compcovacdo artroscopidaevista
Brasileira de Ortopedia. Sdo Paulo, v.34, n.4, 1999.

SARKARA, M. R. et al. Bone formation in a long bodefect model using a platelet-rich
plasma-loaded collagen scaffoBiomaterials, Guildford, v.27, p.1817-1823, 2006.
SCHULZ, K., STIFLE.Cranial cruciate ligament rupture. In: FOSSUM, T.W. Manual
of small animal surgery. 3ed. St. Louis: Mosby,.88pp.1254-1275, 2007.

SILVA, C.H.B.; MUNIZ, R.C. O uso do ligamento sitico nas lesbes ligamentares
agudas graves do joelhBevista Brasileira de Ortopedia.S&o Paulo, v.29, n.5, p.299-
302, 1994.

SILVA, R.L.; MACEDO, M.C.M.A. Transplante autélogade células-tronco
hematopoiéticas sem uso de hemocomponentBgvista Brasileira Hematologia e
Hemoterapia, Rio de Janeiro, v.2, n.28, p.153-156, 2006. odpel em:

<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci artimid=S1516-848420060002000%8

Acesso em 8 mar. 2009. doi: 10.1590/S1516-8484A01#D0018.



118

SILVEIRA, C.D.; et al. Stem cell therapy for caslitigy: a new path to humanity and a
new care for nurses - a case rep@nline Brazilian Journal of Nursing (OBJN-ISSN
1676-4285). Online, 2005 Abr. 4(1). Available in:
www.uff.br/nepae/objn401silveiraetal.htm. Acessa 8mmar. 2009.

SILVEIRA, P. A. Hematopoiese: alguns aspectisnal Brasileiro de Nefrologia, Sao
Paulo, v.22, p.5-6, 2000.

SNIDER, R. K.Tratamento das doencas do sistema musculoesquelétied. 1. Sao
Paulo: Manole Ltda, p.311-321, 2000.

SOBRINHO, A.H. et al. Hemograma, mielograma, cdagfio sangiinea e teste do nbt
na desnutricao infantilPediatria, Sdo Paulo, v.1, p.243-248, 1979.

SOUZA, L.C.G., et alA comparacao entre o transplante de células trormmmnucleares
e mesenguimais no infarto do miocarddwazilian Journal of Cardiovascular Surgery.
v.20, n.3, p.270-278, 2005.

STRAUER, B.E.; KORNOWSKI, R. Stem cell therapy @rgpectiveCirculation, v.107,
p.929-934, fev. 2003.

SUTER, S.E. et al. Isolation and characterizatibpealiatric canine bone marrow CD34+
cells.Veterinary Immunology and Immunopathology, v.101, p.31-47, 2004.

TARVIN, G.B.; LENEHAN, T.M. Tratamento dos deslocantos sacroiliacos e das
fraturas iliacas. In: BOJRAB, M.JTécnicas atuais em cirurgia de pequenos animais
Séo Paulo: Roca, 2005. cap. 45, p.610-616.

TATARUMAS, A.C. et al. Sinovite linfocitica plasmitica associada a rutura de
ligamento cruzado cranial em um c&@éncia Rural. Santa Maria, v.36, n.1, p.303-306,
2006.

TOGNOLI, G. K. Autotransplante da fracdo mononuclda medula 6ssea em Ulcera
corneana por hidroxido de sodio experimental ens.c2@08. 50f. Dissertacdo (Mestrado

em Medicina Veterinaria) — Universidade Federabdata Maria, 2008.



119

TOGNOLI, G.K. et al. Transplante autdlogo de c@&umononucleares da medula 6ssea
em Ulcera de cOrnea experimental em cd&éncia Rural, Santa Maria, v.39, n.1, p.148-
155, 2009. Disponivel em: <  http://www.scielo.bidéa.php?pid=S0103-
84782008005000039&script=sci_abstract&ting=pt>. e#sp em 8 mar. 2009. doi:
10.1590/S0103-84782008005000039.

TOMLINSON, J. Traditional repair techniques for tti@nial cruciate deficiet stifle. In:
World Small Animal Veterinary, Association, World Congress — Vancouver, 2001-
Proceedings.

VASSEUR, P.B.Articulacdo do joelho. In: SLATTER, D. Manual de Cirurgia de
Pequenos Animais. Sdo Paulo: Manole, p.2156-2198.1

VAZ, C.E.S. Avaliacao do efeito de centrifugado osteogénico de medula éasna
consolidacédo de fraturas: estudo experimental em ethos. 2006. 109f. Tese
(Doutorado em Ortopedia e Traumatologia) — Facw@d#s Medicina da Universidade de
S&o Paulo.

VEIGA, P.H.A. et al. Correlacdo entre a analisetdhigjica e avaliacdo funcional do
joelho de pacientes submetidos a reconstrucdogadonénto cruzado anterioRevista
Brasileira de Fisioterapia.S&o Carlos, v.11, n.4, p.253-260, 2007.

VERFAILIE, C. M. Hematopoietic stem cells for tratesntation.Nature Immunology,
Boston, v.3, n.4, p.314-317, 2002.

WANG, J. A.; FAN, Y. Q.; LI, C. L. et al. Human bermarrow-derived mesenchymal
stem cells transplanted into damaged rabbit heaimprove heart functionJournal of
Zhejiang University SCIENCE. Hangzhouy.6, n.4, p.42-248, 2005.

WARZEE, C.C, et al. Effect of the tibial plateawééing on cranial and caudal tibial
thrust in canine cranial cruciate deficient stifleen in vitro experimental study.

Veterinary Surgery, Philadelphia v.30, p.278-286, 2001.



120

WIJEWARDANA V. et al. Isolation and characterizati@f hematopoietic progenitor
cells in canine bone marrow/eterinary Immunology Immunopathology, Ireland, v.15,
n.3-4, p.230-238, 2007.

WILKINS, R.J. Joint fluid analysis. In: BOJRAB, M.Disease mechanisms in small
animal surgery. 2.ed. Philadelphia: Lea & Febiger, p.705-710, 1993

YAZAKI, C.M. et al. Estudo comparativo entre tomafija computadorizada e artroscopia
nas lesbes meniscais do joelRevista Brasileira de Ortopedia Sdo Paulo, v.30, n.6,
1995.

ZAMPROGNO, H. Células-tronco esqueléticas pararatamento da nao unido de
fraturas. Acta Scientiae VeterinariaePorto Alegre, v.35, n.2, p.289-290, 2007 a.
ZAMPROGNO, H. TPLO: uma nova e eficaz opcado nargieu para RLCCr.Acta

Scientiae Veterinariae Porto Alegre, v.35, n.2, p.275-276, 2007 b



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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