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RESUMO

A biotecnologia animal e a medicina regenerativa estdo intimamente relacionadas com
0s avancos das pesquisas em terapia celular. As células-tronco mensenquimais, caracterizadas
por sua capacidade de diferenciacdo e autorrenovacao, estdo sendo utilizadas na Medicina
Veterinaria com grande sucesso para o tratamento de diversas afec¢bes. Para conhecer os
processos de obtencdo das células-tronco desde o isolamento, amplificacdo, diferenciacéo,
criopreservacdo e descongelamento, além de suas aplicagbes clinicas, o Estagio
Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado no Hospital Veterinario da UnB e no
Laboratorio de Cultivo de Células-Tronco da empresa Bio Cell. A Bio Cell é uma empresa
privada pioneira no uso de células-tronco no Brasil, com laboratério também nos EUA que
asseguram a qualidade da terapia celular empregada nos tratamentos de lesdes e doencas
degenerativas. O presente trabalho descreve as atividades desenvolvidas no laboratério e nas
aplicacdes clinicas da célula-tronco, viabilizando uma experiéncia cientifica, pessoal e
profissional dnica.

Palavras-chave: Terapia celular, medicina veterinaria e célula mesenquimal.



ABSTRACT

Animal biotechnology and regenerative medicine are closely related to advances in
cell therapy research. The mesenchymal stem cells, characterized by their capacity for
differentiation and self-renewal, are being used in Veterinary Medicine with great success for
the treatment of several affections. In order to know the processes of obtaining the stem cells
from the isolation, amplification, freezing, differentiation and thawing, in addition to its
clinical applications, the Mandatory Supervised Stage (ESO) was performed at the Veterinary
Hospital of UnB and in the Laboratory of Stem Cells of Bio Cell. Bio Cell is a pioneering
private company in the use of stem cells in Brazil, with a laboratory also in the USA that
assures the quality of cellular therapy used in the treatment of lesions and degenerative
diseases. The present work describes the activities developed in the laboratory and in the
clinical applications of the stem cell, making possible a unique scientific, personal and
professional experience.

Keywords: Cell therapy, veterinary medicine and mesenchymal cell.
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1 INTRODUCAO

O curso de bacharelado em Medicina Veterinaria é composto por 11 periodos, sendo o
11° o Estagio Supervisionado Obrigatdrio (ESO) com carga horéaria de 420 horas. O estudante
pode executar o estagio em empresas publicas ou privadas, sob a orientacdo de um professor
da UFRPE e supervisdo in loco de profissional da area escolhida, os quais foram a empresa
privada de células-tronco Bio Cell e a instituicdo publica Universidade de Brasilia, no
Hospital Veterinario de Pequenos Animais, setor de Clinica Cirurgica.

O objetivo principal do estagio em Brasilia foi a experiéncia com a utilizacdo de
células-tronco, neste sentido os dois locais de escolha se complementariam, tendo em vista a
perspectiva de acompanhar o cultivo da célula no laboratério da Bio Cell e a aplicabilidade no
setor de clinica cirargica no Hospital Veterinario da UnB, sob a supervisdo da renomada
Professora Doutora Paula Galera.

No periodo destinado a UnB, de 01 de novembro a 22 de dezembro, ndo houve rotina
com aplicacdo de células-tronco e o estagio, ainda que proveitoso, tomou outra direcdo, que
foi acompanhar a rotina de cirurgias gerais de pequenos animais, tais como 24 mastectomias,
38 ovariosalpingohisterectomias terapéuticas, 35 bidpsias excisionais de tumoragdo, 6
bidpsias incisionais, cinco cirurgias oftalmol6gicas, quatro cirurgias ortopédicas e uma
cesarea.

Entdo, o presente trabalho, relata a vivéncia enriquecedora do universo de terapia com
células-tronco mesenquimais na empresa privada Bio Cell, localizada no Distrito Federal, em
Brasilia. A vivéncia no laboratério ocorreu entre o periodo de 02 de outubro a 31 de outubro
de 2017, sob a supervisdo da gestora e médica veterinaria Patricia Malard, a qual

proporcionou uma rotina completa no laboratoério e nas visitas as clinicas veterinarias.
2 REVISAO DE LITERATURA

Células-tronco, denominada em inglés de stem cell, sdo células precursoras com poder
de diferenciacdo e auto-renovacao interminaveis (WATT e HOGAN, 2000), e cuja descoberta
de suas propriedades, trouxe novas perspectivas para a Medicina Veterinaria (SOUZA et al.,
2003). A sua pluralidade funcional € a principal vantagem da terapia, uma vez que a célula
tem capacidade de diferenciagdo em um ou mais tipos de células especializadas como
osteoblastos, adipocitos e mioblastos (PITTENGER et al.,1999). Assim, tratamentos de
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inimeras doencas e lesdes como diabetes mellitus (LOJUDICE et al., 2008), cardiopatias
(SOARES et al., 2004), lesdes musculares (KOCHER et al., 2001) e lesbes neuroldgicas
alcancam bons resultados terapéuticos (YAMAKAWA et al., 2007).

Didaticamente existem dois tipos de células-tronco: células-tronco provenientes de
tecidos embrionarios e celulas-tronco adultas (LOJUDICE et al., 2008), onde as embrionarias
sdo originadas da massa interna do blastocisto (embrido com 32 a 64 células), estas possuem
capacidade ilimitada de auto-renovacao e sdo pluripotentes, diferenciando-se em trés folhetos
embrionérios: endoderma, mesoderma e ectoderma. As células-tronco embrionérias também
podem ser geradas a partir do zigoto (embrido com até 32 células) e sdo classificadas como
onipotentes, uma vez que produzem os tecidos extraembrionarios (além do endoderma,
mesoderma e ectoderma) (VOGEL, 2000), contudo, estas células sdo passageiras e
desaparecem poucos dias apos a fertilizacdo (ROBEY, 2000).

As células-tronco adultas podem ser multipotentes, oligopotentes ou onipotentes,
dependendo de quantos tipos celulares originam e sdo encontradas em quase todos os tecidos.
As células-tronco multipotentes possuem capacidade limitada tanto de diferenciacao
(originando um namero limitado de tecidos), como de auto-renovacao e sdo requisitadas de
acordo com o 6rgdo que provém, participando da regeneracdo apenas daquele tecido
especifico (GAGE, 2000). As células-tronco oligopotentes tém capacidade ainda menor de
gerar tecido e as onipotentes geram apenas célula madura, tais caracteristicas tornam esses
dois ultimos tipos celulares as chamadas células-tronco progenitoras (MITALIPOV et
al.,2009).

Durante décadas, pesquisadores estudam as alternativas de utilizacdo dos tipos de
células tronco e em 1991 foi introduzido o termo células-tronco mesenquimais (CTM), que é
a célula extraida a partir de medula 0ssea. Posteriormente, Zuk e colaboradores (2002),
introduziu 0 modelo de celulas progenitoras indiferenciada e auto- renovavel, isolada a partir
do tecido adiposo.

Apesar da CTM possuir menor potencial de diferenciacéo (plasticidade) e proliferagdo
em comparagdo com as celulas-tronco embrionarias, a mesma é destacada em termos de
abundancia, facil acesso, alto rendimento e pelo fato de estarem isentas de limitagdes éticas
(LAM et al., 2012; TROUNSON et al., 2015).

As fontes de células-tronco mesenquimais podem ser extraidas da medula-éssea,
liquido sinovial, corddo umbilical e tecido adiposo, sendo o ultimo, atualmente a alternativa

mais utilizada, uma vez que sua obtencdo minimiza o trauma para o animal. A coleta de
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material adiposo é realizada cirurgicamente em regido subcutdnea com menor irrigacdo
sanguinea, sendo necessario aproximadamente 1 cm?® de tecido adiposo (TORRES et al.,
2007; MAZZETTI et al., 2010).

Em 2005, o Comité de Células-tronco Mesenquimais e da Sociedade Internacional de
Terapia Celular (ISCT) definiu as caracteristicas das CTMs, sendo elas: aderéncia ao plastico,
uma vez que o meio de cultura sdo as garrafas estéreis de poliestro; expressar CD105, CD73 e
CD90, e ndo expressar 0s marcadores CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e
HLA-DR, sugerindo que as células-tronco mesenquimais podem ser usadas em terapia celular
como celulas halogénicas, ou seja, células atuantes em outros hospedeiros e por fim, a
capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos in vitro (CARRADE
e BORJESSON, 2013).

A utilizacdo e sucesso da terapia celular dependem ainda de outros fatores, para além
dos supracitados. E se deve ressaltar a importancia da administracdo da CTM, respeitando as
variaveis que implicardo na migracdo, ou seja, no hooming, adequado das células (KARP e
LENG, 2009).

Diversos fatores necessitam de consideracdo para proceder com a aplicacdo da célula,
dentre eles a afeccdo, o local da lesdo, influéncia da injdria e o estado geral do paciente. O
meio de administracdo das células-tronco mesenquimais também pode influenciar o caminho
até o 6rgdo-alvo (RYAN et al, 2005).

A via de administracdo mais recomendada é a intravenosa (IV) (LI et al., 2017)
através da veia cefalica devido a sua facilidade de acesso e o fato de ser pouco invasiva e de
facil difusdo pelo organismo (QUIMBY et al., 2016). Pesquisas relatam que a via IV de
administracdo da célula-tronco diminui os riscos de insuficiéncia renal aguda isquémica,
através do efeito paracrino (sinalizacdo bioldgica de citocinas, interleucinas e fatores de
crescimento ou anti-apopitéticos) (CHEN et al., 2011).

Outra via de administracdo é a via local, intra-articular e tendinea, por exemplo, que
permitem injecdo direta das células no local injuriador. Requer atencdo pré e pos-cirdrgica,
uma vez que o procedimento é mais traumatico que a via IV (BLACK et al., 2008). O sucesso
da acdo terapéutica das CTMs é inerente a manutencdo das mesmas na regido lesionada de
forma que possam atuar tanto por meio de seu efeito paracrino como por diferenciacdo
celular, avaliando-se a concentragdo celular e a velocidade de infusdo (BARBASH et al.,
2003; LI et al., 2010).
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Para obter células-tronco mesenquimais, o tecido adiposo € extraido e isolado. Fadel
et al. (2011), fizeram um estudo comparativo de quatro protocolos sugeridos para o
isolamento de células tronco, utilizando PBS para lavagem do material adiposo, enquanto Zuk
et al. (2001), descreveram um modelo detalhado da fase inicial do isolamento que é a digestao
enzimatica com colagenase e posterior centrifugacdo para isolar a matriz extracelular. Apos a
digestdo do tecido, ocorre a fase de filtracdo, que segundo Vieira et al. (2010), é primordial
para a purificagdo e descarte de debris ainda presentes do processo de degradacdo da matriz
extracelular, o qual deve passar por nova centrifugacdo para obter suspensdo de células e
pequenos agregados com capacidade de se aderir a um substrato solido, garrafa de poliestro,
formando uma monocamada, que é o meio de propagacdo de cultura celular (FRESHNER,
2006).

A transferéncia de células-tronco para a garrafa de cultivo pode ser realizada com meios
de cultura defendidos por diferentes autores como Filioli, et al. (2011), Lee et al. (2011) e Seo
et al. (2009) e devem permanecer em incubacgdo na estufa a 37°C e 5% de CO..

O tempo de incubagdo na estufa para aderéncia da CTM-AD a superficie da garrafa
varia de autor para autor, onde alguns citam 12 horas (MARTINELLO et al., 2011), 48 horas
(CHUNG et al., 2012) ou 72 horas (TONDREAU et al., 2004.).

Apbs o periodo entre 12 e 72 horas, 0s autores supracitados defendem a troca de meio
de cultura, processo conhecido por feeding, a fim de remover células ndo aderentes,
possibilitando a aderéncia daquelas com afinidade ao plastico. O meio deve ser substituido
trés vezes por semana, com intervalos de um dia, até quando as células atingem confluéncia
de 80%, o que normalmente ocorre em sete dias (SPENCER et al., 2012).

Na microscopia, € possivel ver que a garrafa com CTMs de confluéncia maiores que
80% se apresentam senescentes, em processo de apoptose. A vida de uma CTM pode ser
dividida em trés fases - fase 1. quando completa menos de 50% da vida celular; fase 2:
crescimento lento, na qual conclui 50 a 80% da sua existéncia; fase 3: de senescéncia, durante
a qual ha uma parada na proliferagéo celular (STENDERUP et al., 2003).

Para realizar o repique ou passagem, as celulas passam pelo processo de tripsinizacao e
sdo subdividas para outras garrafas. Esse processo de tripsinizacdo permite que as celulas
aderidas ao plastico, sejam ressuspensas pela a¢do da tripsina, de modo a desagregar da placa.
As células tripsinizadas, entre a terceira e quinta passagens, podem ser criopreservadas para

aplicabilidade futura, seja por processo autélogo, que s@o células do proprio animal, ou para
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procedimentos aldgenos, quando as células sdo utilizadas em outro animal (FRESHNER et
al., 2006).

Através da criopreservacdo, é vidvel realizar o armazenamento e o transporte de células,
sem que haja prejuizo funcional, além de otimizacdo de tempo para aplicacdo. Visando
melhorar o desempenho do congelamento, a ciéncia criou uma substancia denominada de
agente crioprotetor, que protegem a célula-tronco tanto no congelamento quanto no
descongelamento, impedindo a formacdo de cristais de gelo e preservando a sua
osmolaridade. O crioprotetor mais utilizado € o0 DMSO vista sua alta taxa de preservacdo da
célula apds o descongelamento, porém existem outros como trealose, glicerol e sacarose
(JANZ et al., 2012).

Para o descongelamento, o processo de lavagem das CTMs para a retirada do
crioprotetor tem sido um método frequente, devido a suposta toxicidade do DMSO, a qual se
correlaciona com o volume contido no enxerto destas células (BERZ et al., 2007).

A aplicacdo da terapia celular com células-tronco na Medicina Veterinaria, portanto,
vem se afirmando com o decorrer dos anos em consequéncia dos estudos cada vez mais
aprofundados, com altos indices de seguranca e bons resultados no tratamento de doencas
degenerativas, lesdes musculares e epiteliais (BRITO et al., 2010).

3 DESCRICAO DO LABORATORIO DE BIO-BIOTECNOLOGIA
ANIMAL E BIO CELL

BIO — Bio Tecnologia Animal foi fundada em 2000, ap6s pesquisas direcionadas a
inovacdo biotecnoldgica na Medicina Veterinaria. A empresa € formada por cinco veterinarios
especializados em reprodugéo animal e biologia celular. Atualmente, dispde de diversos
programas de desenvolvimento animal da medicina genética e veterinaria, tais como:
transferéncia de embrides (TE), fertilizacdo in vitro (FIV), criopreservacdo de embrides,
andrologia, ultrassom de analise reprodutiva e terapia com células-tronco, sendo esta ultima, o
foco deste trabalho.

No ano de 2004 a empresa iniciou o isolamento de celulas-tronco e cultivo in vitro,
utilizando tecido adiposo e de medula 6ssea com CTMs, 0 que permitiria a reparacdo de
tecidos lesados propendendo regeneracao e recuperacao de suas originais funcdes fisioldgicas.
Foi a partir desse modelo que surgiu a Bio Cell em fundicdo com a Bio-Biotecnologia

Animal.
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Em 2013 a Bio Cell expandiu para os Estados Unidos, e em conjunto com o Centro
Internacional de Biotecnologia/MOFA GLOBAL, detém seu proprio controle de qualidade
nos EUA. A Bio, como é chamada a fusdo das duas vertentes da empresa, esta localizada em
um condominio no Setor de Mansdes Park Way (SMPW) de Brasilia, no Distrito Federal. A
mesma € composta por dois laboratérios: laboratorio de cultivo de células- tronco, no qual
responde tecnicamente o bidlogo Lucas Santana e o laboratdrio de fertilizacao in vitro (FIV),
sob a responsabilidade técnica do médico veterinario Luiz Gustavo Araujo. Compde ainda a
estrutura da Bio o setor de esterilizagdo, um almoxarifado e a copa para os colaboradores.

Na area administrativa das duas empresas, atualmente, a médica veterinaria Patricia
Malard estd como Gestora Administrativa, enquanto que Luis Mauro Queiroz, é Consultor de
Pesquisa e Desenvolvimento, Diretor de Embriologia e Tecnologia em Células-Tronco da
MOFA — Global (sediada em Verona, WI/EUA) e coordenador das atividades comerciais e de
pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico, associado ao controle de qualidade. O médico
veterinario Mauricio Peixer € o Gestor Executivo da BIO Biotecnologia Animal, sendo
responsavel por coordenar as atividades de producdo in vitro de embries. A empresa ainda
possui geréncia administrativa, assisténcia de suprimentos, logistica, assisténcia financeira,
assisténcia no processamento de dados e auxiliar de servigos gerais.

A integralizacdo da empresa € notavel, pois os setores possuem suas funcdes e
objetivos discriminados e bem definidos, assim sendo, foi possivel vivenciar a rotina do
laboratério de células tronco Bio Cell com bastante aprofundamento, enriquecendo o
conhecimento tedrico e pratico do tema pretendido no estagio.

3.1 Objetivos da Bio Cell

Durante os dias de estagio, foi possivel perceber o compromisso da empresa com o
cumprimento dos objetivos que a caracterizam. Sao estes:
e Cultivar células-tronco viaveis para a terapia do animal,
e Habilitar banco de células saudaveis de espécie canina, felina e equina, as quais
poderdo ser utilizadas com seguranca e qualidade;
e Propiciar ambiente adequado para a realizacdo de experimentos e

e Oferecer suporte técnico nos experimentos parceiros do laboratorio.
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3.2 Estrutura fisica e funcionamento da Bio Cell

O local de funcionamento da empresa € um espaco localizado em um condominio

comercial e com todos os ambientes integralizados:

a. Recepcdo: area destinada ao atendimento inicial de clientes, fornecedores e entrada
para os laboratdrios, bem como para as salas administrativas.

b. Area administrativa: Possui uma sala de coordenacéo, sala de técnico-administrativos
(setor financeiro, setor de qualidade e setor logistica).

c. Sala de computadores: Nesta sala 0s técnicos possuem escritdrios para a producao
teorica do laboratdrio, além de armarios de arquivos contendo pastas com informacdes
dos animais do banco de células-tronco, bem como documentacGes referentes ao uso
da célula, como termo de solicitacdo de compra, termo de adesao, exames pré e pds-
utilizacdo e controle de célula utilizada.

d. Area de entrada para os laboratdrios: rea onde os profissionais vestem roupas limpas
de uso exclusivo do laboratorio e colocam os Equipamentos de Protecdo Individual
(EPISs).

e. Corredor descontaminado: E o corredor que da acesso ao laboratorio de cultivo
celular, laboratorio de meios e laboratdrio de FIV. Neste local os colaboradores devem
estar descontaminados, com vestimentas proprias para o laboratorio, além de EPI’s e
utilizar dois pares de pro-pes.

f. Laboratérios: Laboratério de Células-Tronco, Laboratério de Meio e Laboratorio de
FIV.

g. Area de armazenamento de material limpo: Nesta area, dentro do setor de laboratorios,
0s materiais limpos e esterilizados ficam armazenados e apenas 0s técnicos tém
acesso, objetivando controle de entrada e saida dos materiais utilizados.

h. Sala de lavagem e area de recolhimento: Localizado na parte externa da empresa, com
entrada e saida separadas das outras &reas. Local de lavagem, desinfeccdo e
esterilizacdo dos materiais de laboratorios. Este setor € equipado com uma autoclave,
dois lavatorios sendo um para itens contaminados e outro para componentes lavados
com detergente neutro e que seguirdo para a autoclave. Apos a esterilizagdo, os
materiais eram levados para a area de armazenamento de material limpo.

i. Banheiro interno: Banheiro para uso exclusivo dos profissionais do setor

administrativo e técnicos.
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j. Area de vivéncia: Os colaboradores utilizam a area para momento de lazer e de

realizar suas refeicoes.

3.2.1 Acesso dos funcionérios ao laboratério de cultivo de células tronco

Para atender as normas de biosseguranca ao entrarem no laboratorio, o estagiario, assim
como todos os funcionarios, deveria estar vestido com fardamento especifico da empresa que
era higienizado e descontaminado no proprio setor. Também n&o era permitido acesso ao
laboratério sem o uso dos equipamentos de protecdo individual (EPIs), composto por jaleco
azul estéril, um par de pro-pés para entrar no corredor descontaminado e dois pares para
entrar no laboratério de cultivo de celulas-tronco, touca descartavel, um par de luvas e
mascara descartavel (Figura 1)

Figura 1- Paramentacio com EPI’s em laboratério de

cultivo celular.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Para realizar a limpeza do laboratdrio, ou seja, durante os procedimentos de desinfeccéao
e retirada de materiais de descarte, o auxiliar de servigos gerais utilizava jaleco branco, luvas
nitrilicas, touca descartavel e um par de pré-pés para entrar na area de laboratorios e dois
pares para passar no corredor de descontaminacéo e entrar nos laboratérios.

Neste setor é proibido o uso de adornos como anéis, brincos, reldgios, colares e a
utilizacdo de perfumes ou outro cosmético com fragrancia, de modo que o cultivo celular

pudesse sofrer alterac6es por sensibilidade ao odor.
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4 DESCRICAO DAS ATIVIDADES DE ESTAGIO

As atividades foram desenvolvidas em dois momentos, de acordo com a rotina da
empresa: no laboratério de células tronco da Bio Cell, com o auxilio do bidlogo Lucas
Santana, responsavel técnico do cultivo celular, e em acompanhamentos as clinicas
veterinarias com as médicas veterinarias Patricia Malard e Hilana Brunell para auxiliar o
profissional que requisitou a aplicacdo de célula tronco na regido de Brasilia.

Na clinica veterinaria, a equipe Bio Cell também dava suporte para o tutor do animal,
entregando-lhe o Termo de Consentimento Livre, no qual constavam-se as orientacGes sobre

os devidos cuidados pos-aplicacdo para melhor proveito da terapia. (Anexo 1).
4.1 Atividades gerais desenvolvidas no laboratério de cultivo celular

Durante o periodo de um més, o estagiario acompanhou todo o processo de cultivo da
célula-tronco e os protocolos internos do laboratorio para ampliar os seus conhecimentos na
terapia celular (Tabela 1).

E importante salientar que para manter a politica de sigilo dos procedimentos
intrinsecos a Bio Cell, o estagiario assinou um termo de confidencialidade que assegura
ambas as partes e permite o relato de atividades pertinentes ao desenvolvimento de
conhecimento tedrico e pratico, desde que as medidas exatas de solugdes e alguns
procedimentos ndo sejam divulgados fora das dependéncias do laboratério Bio Cell e

portanto, ndo poderao ser divulgadas no presente relatorio.
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Tabela 1- Escala de atividades de acompanhamento do estagiario no Laboratério de cultivo celular, no
periodo de 02 de outubro a 31 de outubro de 2017.

Semana Periodo Procedimento

1 02/10a 04 /10  Preparacdo de meios, e cultivo de células-tronco e
tecido adiposo

1 05/10a 06 /10  Isolamento de células-tronco do tecido adiposo e
inicio do cultivo in vitro

2 09/10a11/10  Feeding do cultivo in vitro e envio de células-
tronco/Acompanhamento de aplicacdo

2 13/10 Congelamento de células-tronco em palhetas

16/10 a18/10  Descongelamento de células-tronco em palheta e
aplicacdo imediata
3 19/10a20/10  Audigbes internas e visitas do MAPA no
laboratorio
23/10a 25/10  Controle de qualidade das células-tronco cultivadas

26/10a 27/10  Acompanhamento de aplicacdo
30/10a31/10  Acompanhamento de aplicacéo

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Foi esperado que o estagiario acompanhasse todas as atividades a ele pertinentes e
pretendidas durante as quatro semanas de estagio. O expediente regular ocorreu das 8:00 as
18:00 horas, com intervalo para almoco entre as 12:00 e 13:00 horas. Por ventura, havendo
necessidade de estender o horério para a melhor compreensdo das etapas do laboratorio, foi
permitido ao estagiario permanecer no laboratdrio apés as 18:00 horas.

Em dias de audig¢des internas e visitas do MAPA, o estagirio permaneceu no escritorio
de técnicos, acompanhando os estudos clinicos que a Bio Cell executa, afim de produzir

cientificamente a rotina do laboratério.

4.2 Preparacao dos meios de coleta de tecido adiposo

Na primeira semana de estagio, como em todas as outras, acompanhou-se 0 técnico
nos protocolos e procedimentos de cultivo celular, auxiliando-o de forma a adquirir 0 maximo
de conhecimento possivel sobre a célula-tronco.

A empresa Bio Cell é responsavel pelo envio de kits com trés tubos embalados
contendo 0s meios de coleta que servirdo para a coleta de tecido adiposo referente ao cultivo

de CTM’s no modelo aut6logo, ou seja, quando a célula sera recebida pelo proprio doador de
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tecido. Para tanto, fez-se necessario o preparo dos meios de coleta no laboratério, os quais
foram enviados a clinica veterinaria.

A preparacdo dos meios de coleta do tecido adiposo bem como todos o0s
procedimentos descritos em fluxo laminar, no decorrer do relatério, foram executados apos
higienizacdo da bancada com alcool a 70%.

Trés tubos conicos de 50 mL formavam o conjunto de envio para 0 médico veterinario
responsavel por realizar o procedimento cirurgico de coleta. Para discriminar cada tubo, o0s
mesmos eram identificados com etiquetas escritas, respectivamente, Transporte, Lavagem 1 e
Lavagem 2.

Para cada conjunto de trés tubos conicos, foi adicionado uma aliquota de Soro Fetal
Bovino (SFB), suplemento para meio de cultura, e solu¢cdo PBS que é uma solugdo tampéo
atil no processo de lavagem e protecdo da célula-tronco, além do indicador de pH Phenol
Red. O conjunto de tubos eram embalados em saco de autoclave, sempre vedados com
plastico filme e depois embalados novamente, somado a um tubo para coleta de sangue para
sorologia. Ao final, o técnico armazenava o kit na geladeira com data de fabricacdo e
validade. No dia de envio, o kit era armazenado em uma caixa térmica, higienizada com
alcool a 70% e identificada como “Kit de coleta para tecido adiposo™.

A caixa térmica contendo o conjunto com trés tubos duplamente embalados, gelo
reciclavel e plastico bolha (nos espacos vazios), era enviada para o departamento de logistica,
responsavel pelo envio do material a clinica veterindria que realizara a coleta de tecido

adiposo.

4.3 Cultivo de células-tronco de tecido adiposo

A Bio Cell, ndo realiza a coleta cirtrgica do tecido adiposo para cultivo celular, sendo
esse procedimento de responsabilidade do médico veterinario requerente da terapia no modelo
autologo. Em procedimento alégeno para o banco de células, a Bio Cell recruta doadores que
terdo seus custos de exames pré-coleta, procedimento cirlrgico e exames pos-coleta

revertidos em isencdo de possivel utilizacdo no tratamento de doencas com terapia celular.

4.4.1 Isolamento

Para proceder com o cultivo celular, fez-se necessario isolar o tecido adiposo, obtendo

células-tronco viaveis para a terapia. O processo requereu técnicas de maceracgdo, digestao
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enzimatica, lavagens e filtragbes para obter material livre de debris e impurezas que

incapacitassem a CTM de sua fungéo.

4.4.2 Recepcdo, lavagem e maceracgdo do tecido adiposo

Neste processo, o setor de logistica encaminhava a caixa térmica com o kit contendo o
tecido adiposo coletado a antessala do laboratdrio, onde era realizada a conferéncia do tubo de
transporte (tamanho do tecido adiposo, temperatura, limpeza do frasco, presenca de debris e
sangue).

No fluxo laminar, o técnico, posicionava em uma raque apropriada o tubo de transporte
higienizado contendo o tecido e mais trés tubos conicos de 50 mL devidamente identificados
com 0 nome e namero de série do animal os quais receberam solucdo PBS para a lavagem do
tecido. Foram feitas trés lavagens, passando de um tubo para o outro, homogeneizando
lentamente afim de retirar 0 maximo de sangue e debris, até o ultimo tubo de lavagem com
PBS (Figura 2).

o)

Figura 2- Tecido adiposo em
solucdo PBS apos lavagem.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

4.4.3 Digestéo do tecido adiposo

Com o auxilio de uma pinca higienizada com alcool a 70%, o técnico transferiu o

tecido do tubo para uma placa de petri estéril de 90x15mm.
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Procedeu com a maceracgéo do tecido adiposo em pequenos fragmentos, usando bisturi
e retirou as féascias além de outros tecidos ndo desejados (Figura 3).

Figura 3- Maceracao de tecido adiposo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Em seguida, transferiu o tecido macerado para um tubo contendo a enzima colagenase
e foi mantido por um periodo de 30 minutos na estufa, retirando e homogeneizando o tubo a
cada cinco minutos.

Ao final deste periodo, removeu o tubo da estufa de estabilizacdo e adicionou meio de
cultura DMEM, homogeneizando. Posteriormente, procedeu com a filtragem do contetdo
(processo sigiloso da Bio Cell), finalizando esta etapa com a centrifugagdo do material na
velocidade de 1250 rpm (280G a 300G), por um periodo de 9 minutos.

4.3.4 Eritrélise

Para assegurar que ndo haja a presenca de globulos vermelhos na continuidade do
processo, a célula é exposta ao meio eritrolise, uma enzima que degrada células vermelhas.

Entdo, apds a retirada do tubo da centrifuga, descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu o pellet, transferindo-o para um tubo com meio eritrélise estabilizado e na
sequéncia retornou para a centrifuga, iniciando a centrifugagcdo na velocidade de 1250 rpm

por 5 minutos.
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4.3.5 Lavagem das células-tronco e remog&o dos debris

Ao final do processo de eritrolise na centrifuga, deu inicio o procedimento de lavagem
realizado com o auxilio de uma bomba pipetadora e uma pipeta sorologica descartavel, para
remover o sobrenadante do tubo cénico, dispensando-o e ressuspendendo o pellet do tubo
com meio DMEM. Em seguida, centrifugou na velocidade de 1250 rpm por 3 minutos e

repetiu o procedimento de lavagem por mais duas vezes.
4.3.6 Andlise da concentracao celular
Apds todo o processo de centrifugacdo das lavagens, as células-tronco foram

ressuspendidas com meio DMEM e lodo depois foi transferida uma fracdo pequena do

material para um tubo de microcentrifugacéo (Figura 4).

Figura 4- Material ressuspendido
em tubo de microcentrifugacdo para
analise de concentragao celular.
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Uma fragdo ainda menor de células em meio DMEM foi transferida para a Camara de
Neubauer e foi realizada a contagem das células-tronco. Para proceder a contagem celular foi
utilizado um microscopio com contraste de fase.

O numero de células foi contado dentro de 5 quadrantes, cada qual formado por 16

quadrados menores. Foram contadas as células que tocaram em dois lados do quadrante.
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Figura 5- Demonstragdo microscopica de células-
tronco em Camara de Neubauer.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.
4.4 Inicio do cultivo in vitro das células-tronco

O meétodo de cultivo das células-tronco na Bio Cell esta relacionado com a capacidade
de aderéncia celular, formando uma monocamada de células. A partir desse pressuposto, as
células foram cultivadas de acordo com a contagem e quantidade de células estipuladas para o
tratamento do animal.

As garrafas de cultivo celular foram posicionadas verticalmente no fluxo laminar e com
uma caneta permanente identificou na parede externa inferior e lateral de cada uma, o nome
do animal, o nimero de série do tecido, a data da manipulacéo e a espécie do animal.

Com auxilio da bomba pipetadora e uma pipeta sorolégica descartavel foi depositado

meio de cultura DMEM para cada garrafa (Figura 6).
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Figura 6- Deposito de meio DMEM em tubo conico para
cultivo celular.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Em seguida, o conteudo do tubo conico contendo as células-tronco isoladas, foi
transferido com no minimo 100.000 células para cada garrafa de cultivo celular. Essa
guantidade ndo € exata mas sugerida pelos estudos de concentracao e confluéncia das células-
tronco.

A tampa de cada garrafa foi bem vedada para impedir contato externo e procedeu-se
com a analise das caracteristicas celulares no microscopio invertido com contraste de
Hoffmann. Na sequéncia, as garrafas de cultivo celular foram encaminhadas para a estufa.

Ao final de 24 horas ap6s o isolamento, o técnico fez a troca de meio, chamado de
feeding, a fim de se eliminarem células hematopoéticas e adiposas ndo aderentes para

obtencdo somente de células-tronco mesenquimais.

4.5 Feeding do cultivo in vitro

O feeding do cultivo celular foi realizado a cada dois dias a partir do inicio de cultivo
até atingir o estagio de confluéncia celular maximo de 70%, o qual foi alcangado com sete
dias e apos esse periodo, foi possivel realizar o repique celular, promovendo a passagem ou
ampliacdo de células-tronco para novas garrafas.

No decorrer dos dias, foi estabelecida uma analise microscépica a cada 48 horas,

observando a morfologia e cinética confluéncia das células.
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Figura 7- Células-tronco em camara de

Neubauer com 60% de confluéncia.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Para esse procedimento, a garrafa de cultivo celular foi retirada da estufa de CO,, com
a tampa fechada e mantida na posi¢do horizontal sobre a bancada de fluxo laminar. Entéo,
com o auxilio da bomba pipetadora e pipeta soroldgica foi desprezado o meio DMEM contido
na garrada.

Uma percepc¢édo importante desta etapa consiste no cuidado do técnico para ndo tocar o
fundo da placa de cultivo celular com a ponta da pipeta sorolégica de modo a nao retirar as
celulas da parede da garrafa.

Em seguida, o novo meio DMEM foi adicionado pela parte superior interna da placa e
a garrafa posicionada para que o tapete celular ficasse submerso no meio DMEM. Ao final

desse processo a garrafa de cultivo celular foi realocada na estufa de cultivo.

4.6 Envio das células—tronco

Para as celulas-tronco estarem aptas para o envio, foi necessario seguir algumas etapas

as quais estao detalhadas a seguir:
4.6.1 Preparacdo do Meio de Transporte
Na bancada do fluxo laminar foi estabilizado em temperatura ambiente a quantidade

necessaria para envasar as células juntamente com o meio base transporte, meio este que é um

segredo da empresa e preparado por um laboratorio externo, o laboratério de meios. Em



32

seguida, o técnico adicionou soro aut6logo, ou seja, do préprio animal em tratamento, ou
soro halégeno em caso de um doador do banco de células-tronco congeladas do laboratério.
Na sequéncia, o0 meio foi filtrado atraves de um método sigiloso do laboratorio para

obter o maximo de pureza.

4.6.2 Rotulagem das Seringas

Todos os materiais do laboratério e as seringas que contem as células-tronco prontas
para envio sdo rotuladas. Para tanto, preparou-se a quantidade de etiquetas com o nome do
animal correspondente a quantidade de seringas que foram utilizadas para o envio.

Na bancada do fluxo laminar, cada seringa foi identificada com as etiquetas

correspondentes e em seguida, acoplou-se a seringa uma agulha de tamanho especifico.

4.6.3 Repique de células—tronco

O repigue também chamado de método de tripsinizacdo das células-tronco em cultivo in
vitro ocorreu estrategicamente quando se obteve uma confluéncia celular na garrafa de cultivo
entre 70% e 80%, apds esse ponto as células poderiam sofrer apoptose, uma vez que nao
haveria mais espaco para crescimento.

Os meios utilizados (solucdo Tripsina/EDTA, meio DMEM e PBS) foram
estabilizados, por pelo menos uma hora antes do inicio das atividades do repique,
acondicionando-0s na estufa de estabilizagéo.

Procedeu-se com a retirada da garrafa de cultivo celular da estufa de CO2, desprezou-
se todo o meio DMEM contido na garrafa, para em seguida adicionar a solugdo PBS, lavando
a parede da placa onde as células estavam. A solucdo PBS foi removida em seguida com a
bomba pipetadora e pipeta sorologica pela parede da garrafa sem causar atrito na parede,
impedindo que as células fossem removidas da placa.

Posteriormente, solucdo Tripsina/EDTA foi adicionada para desprender as células da
garrafa e solugdo PBS, em seguida, assim, as CTMs ja desprendidas puderam ser lavadas pelo
PBS. O técnico ressaltou a importancia de posicionar a garrafa na horizontal para que o tapete
celular ficasse submerso na solucdo de Tripsina/EDTA (Figura 8).
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Figura 8- Garrafas posicionadas na horizontal para a acao da tripsina no tapete

celular.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Em seguida, a garrafa foi reposionada na estufa, mantendo-se por um periodo de 2
minutos. Apds esse periodo, avaliou-se na luz ambiente o nivel de desprendimento das células
da placa de cultivo celular, confirmando esta avaliagdo no microscépio invertido com
contraste de Hoffmann. Posteriormente, a garrafa foi posicionada na vertical e adicionou-se
meio DMEM, homogeneizando o conteddo.

Em seguida, o material com as CTMs, tripsina, PBS e DMEM foi transferido para um
tubo conico e enviado para a centrifugacdo por trés minutos.

Ao final deste periodo, desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido no
meio de transporte para ser submetido a uma nova centrifugacdo de 3 minutos. Esse processo
foi repetido trés vezes, até restar pouco sobrenadante a ser desprezado e 0 maximo de pellet, o
qual foi homogeneizado com o meio de transporte através da bomba pipetadora e a pipeta
soroldgica, dando seguimento ao processo com a transferéncia de uma fragdo microlitica do
conteddo homogeneizado para um tubo de microcentrifugacdo e desse, transferiu-se uma
quantidade milimétrica para a Camara de Neubauer, procedendo com a contagem celular e
quantificacdo de células necessarias para o protocolo de tratamento da doenca.

4.6.4 Envase das células-tronco
Para esta fase do repique e seguimento do envio, o técnico ajustou o volume final de

meio de transporte com células-tronco de acordo com o numero de seringas necessarias para a

aplicacdo, transferindo o contetdo do tubo conico de 15 mL para o criotubo.
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Com o auxilio da seringa de 1 ou 5 mL e uma agulha 30 x 8 mm foi aspirado o
contetdo do criotubo e ap6s envasar todo o meio de transporte contendo as células-tronco,

trocou-se a agulha que seria utilizada para a aplicacdo (Figura 9).

Figura 9- Seringa preparada para envio com células-tronco.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Em seguida, a seringa contendo a célula-tronco foi embalada em saco pléstico estéril e
acondicionada em caixa de isopor com plastico bolha também previamente identificada
contendo o numero de série e nome do animal.

A caixa de isopor com as células foi disponibilizada para o Setor de Logistica
juntamente com o prontuério do animal.

No prontuario do animal, constava-se todos os dados de identificacdo do animal, o
protocolo utilizado e as palhetas que foram descongeladas do banco de células, caso fosse

processo halégeno (Anexo 2).
4.7 Controle de qualidade das células-tronco cultivadas
A Bio Cell elegeu dois pard@metros para controle de qualidade da célula-tronco: a anélise

dos marcadores moleculares, os quais determinam o poder de imonomodulacdo das CTMs e a
diferenciacdo em osteoblastos, capacidade Unica da célula-tronco do tecido adiposo.
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4.7.1 Anélise dos marcadores moleculares em citometria de fluxo

Nessa etapa, uma amostra contendo meio DMEM e CTMs foi retirada da garrafa de
cultivo celular e transferida para um tubo conico de 15 mL, previamente fixado em solucao de
paraformaldeido (procedimento sigiloso da Bio Cell). O tubo foi vedado com plastico filme e
identificado com numero de série do animal. Em seguida foi enviado para posterior analise
dos marcadores moleculares em citometria de fluxo. O procedimento foi realizado no
laboratdrio nos EUA com o qual a Bio Cell tem sociedade.

Para o controle de qualidade da Bio Cell, também foram solicitados exames de cultura
bacteriana, flngica e micoplasma com o objetivo de excluir possiveis contamina¢Ges na

terapia.

4.7.2 Diferenciagdo Celular Especifica para Osteoblasto

No procedimento de diferenciacdo em osteoblastos, a placa de cultivo a ser utilizada foi
retirada da estufa quando chegou a uma confluéncia entre 75 e 90%. Iniciou-se 0 processo de
inducdo a diferenciacdo celular especifica para osteoblasto desprezando o meio DMEM
contido na garrafa, com cuidado para a ponta da pipeta ndo tocar o fundo da placa com as
CTMs aderidas, e adicionando meio “DIF”, este meio foi produzido pelo laboratério de meio,
contendo DMEM e os indutores de diferenciacdo em osteoblastos.

A garrafa de cultivo celular foi realocada na estufa e ocorreu apds 48 horas o
procedimento de troca do meio “DIF”.
Cada espécie possui um periodo para concluir a diferenciacdo, em cées este periodo é

de aproximadamente 20 dias.

4.8 Congelamento celular

Depois de analisar a qualidade e o aspecto celular, as células-tronco aderidas na garrafa
foram encaminhadas ao processo de congelamento com crioprotetor DMSO.

O congelamento consistiu na técnica de tripsinizacdo das garrafas de cultura celular,
centrifugacdo e contagem na camara de neubauer. Depois de obter a quantidade de células, o
contetdo foi ressuspendido em concentracdo igual de meio de cultura base, DMEM mais
SFB, e meio de cultura com DMSO (1:1) (Figura 10).
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Figura 10 - Trés tubos (vermelhos) congelados de
DMEM+SBF e um tubo de PBS.
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

E a solucdo contendo células-tronco mesenquimais e meio de congelamento, foi
envazada em palhetas de 0,25 ml, na concentracdo de 4.000.000 de células por mL com o
auxilio de uma seringa, depois foram lacradas as extremidades livres utilizando pinca
hemostatica aquecida em chama de lamparina. O procedimento repetiu-se com todas as
palhetas restantes. (Figura 11)

\.vj;;
ol
i

ol
b
>
"

B

Figura 11- Palhetas envasadas.

Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

Em seguida, as palhetas foram direcionadas para uma maquina de congelamento, a

qual se trata de uma caixa de isopor de 7 litros, com uma estante (como uma moldura) de
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20x12x4cm, contendo nitrogénio liquido do botijdo de nitrogénio até a altura de cerca de 60%
do volume interno.

Posteriormente, com auxilio de uma pinga, acondicionou-se as palhetas contendo as
células-tronco congeladas nas raques identificadas com o niumero de série do animal as quais

foram transferidas para o botijdo de nitrogénio (Figura 12).

y |

Figura 12- Raques com
palhetas congeladas.
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

4.9 Descongelamento celular

As palhetas congeladas e armazenadas em botijoes com nitrogénio liquido ndo possuem
prazo de validade, ou seja, ficam conservadas pelo tempo que o tutor desejar, no processo
autologo, em que o tutor custeia a manutencdo por seis meses renovaveis. Dependendo da
necessidade e da patologia tratada, ocorre o descongelamento desse material. As células
halégenas do banco de células sdo descongeladas de acordo com a demanda por terapia que
requerem urgéncia, ndo sendo viavel aguardar por processo autélogo ou quando o médico
veterinario, em conjunto com o tutor e a Bio Cell, optam por um doador.

O descongelamento se inicia com a localizagdo das células no botijdo de

armazenamento, apos essa localizagéo, as palhetas sdo submetidas a um banho-maria a 37°C
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por 5 segundos. Depois deste procedimento, as extremidades das palhetas sé&o cortadas para
dispensar o conteudo celular em um meio de descongelamento.

O tubo contendo a solucdo de descongelamento e as células, sdo centrifugadas, e o
pellet oriundo dessa centrifugacao € lavado com a mesma solugdo. Logo apds as lavagens, a

célula esta pronta para uso veterinério.

5 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NAS CLINICAS VETERINARIAS

Quando as aplicagdes de células-tronco ocorrem na regido de Brasilia, o procedimento é
acompanhado por membros veterinarios da Bio Cell, assim, foi possivel acompanhar a terapia
empregada para algumas doencgas como ulcera de cornea, pacientes renais croénicos, sequelas
neuroldgicas de cinomose e osteopatias.

Na clinica, o0 médico veterinario solicitante, junto com o proprietario do animal, recebe
os gestores da Bio Cell, na pessoa de Patricia Malard e/ou Hilana Brunell com a caixa
térmica contendo a ceélula-tronco e se dirigem para um consultério onde a aplicacdo

endovenosa, em sua maioria, ocorre.

5.1 Solicitacdo de terapia com células-tronco

A solicitacdo de terapia com células-tronco pode ser realizada pelo tutor ou pelo médico
veterinrio que, em concordancia com o tutor, escolhe como proceder com o tratamento. De
todo modo, o intermédio de profissional médico veterinario é necessario.

O contato era feito por e mail ou telefone a fim de obter o maximo de informacdes do
animal, como estagio da doenca, antecedentes morbidos, ambiente em que vive, tipo de
alimentacdo bem como inteirar o tutor da aplicabilidade e seguridade da terapia celular,
reinteirando a importancia da continuidade do protocolo.

Eram solicitados exames especificos, a depender da doenca tratada. De modo geral, a
Bio Cell solicita hemograma completo e bioguimico com dosagem de ureia e creatinina nos
momentos pré e pos-aplicacOes da terapia celular.

A realizacdo desses exames objetivou auxiliar no protocolo instituido, elevando a

funcdo da célula ao longo do tratamento.
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5.2 Acompanhamento de aplicacéao

A Bio Cell acompanha a aplicacdo das célula-tronco através da gestora executiva
Patricia Malard e/ou da médica veterinaria Hilana Brunell, visando promover para a clinica
veterinaria e o tutor um suporte in loco, permitindo assim, definir o futuro da terapia do
animal junto ao profissional que solicitou a célula.

Durante o periodo de estagio, foram 15 acompanhamentos as clinicas veterinarias,
sendo 12 aplicagbes bem sucedidas em cées e trés em felinos.

Nos casos em que a célula é solicitada em outras cidades e estados, o setor de logistica
encaminha para o aeroporto e um profissional da logistica da clinica em que sera realizada a
aplicacdo, recebe a célula.

Na clinica, o animal é recebido pelo médico veterinario responsavel que faz a
anamnese e analise dos exames previamente solicitados e enviados ao laboratério Bio Cell
por e-mail para confirmar a condi¢do adequada do paciente para o tratamento. Em seguida, o
tutor deixa o consultério e 0 médico veterinario procede com 0 acesso venoso e inicio da
fluidoterapia. Ap0s esses procedimentos, o tutor é autorizado a voltar para o consultério para
acompanhar a aplicacao da célula.

Neste momento, o responsavel da Bio Cell (paramentado com jaleco e luvas estéreis)
retira a seringa identificada da caixa térmica e aplica no frasco de ringer com lactato que esta
acoplada ao equipo. A bolsa deve ser protegida da luz, uma vez que as células sdo sensiveis a
iluminacao.

O processo de aplicacdo das células-tronco dura em média 40 minutos, pois deve ser
lenta e continua garantindo o bem-estar do animal.

Em aplicacOes locais, 0 médico veterinario responsavel pela solicitacdo procede com a
aplicacdo em ambiente cirdrgico, no entanto, durante o periodo de estdgio ndo ocorreram

aplicacdes locais da terapia celular.
5.3 Orientac0es pos-aplicacéo
A aplicacdo endovenosa de célula-tronco é um procedimento pouco invasivo, porém,

para 0 melhor desempenho da terapia o animal deve permanecer em repouso por trés dias e

receber alimentacdo para animal convalescente.
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A resposta imediata é individual e pode ser acompanhada de fadiga, vomitos e febre.
A Bio Cell realiza contato posterior com o tutor do animal no quinto e 15° dia para
acompanhar a evolucdo de cada aplicacdo, que segundo o protocolo interno da empresa

através de estudos estatisticos prévios, deve ser de trés aplicacfes com intervalos de 21 dias.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Com o avanco das pesquisas em terapia celular, a Medicina Veterinaria alavancou suas
alternativas de conhecimento tedrico e pratico para salvar vidas. E a oportunidade de realizar
0 Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO), componente final do curso, no campo cientifico

promissor da célula-tronco foi enriquecedor.

As células-tronco mesenquimais capacitadas em se diferenciar e autorenovar trouxeram
a esperanca para animais doentes renais crénicos, pacientes com sequelas de cinomose, Ulcera
de cornea entre outras doencas. O poder das CTMs de migrar para o sitio injuriado faz delas
células heroinas, as quais ainda poderdo contribuir infinitamente mais para o bem estar de

animais e seres humanos.
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8 ANEXOS

Anexo 1: Termo de Consentimento Livre.

bio cell

Termo de Consentimento livre & Esclarecido para Terapla com Células-Tronoo Mesanguimails

Para fies da ordem lagal, sitorizo a pratica d procedissnbos wetanindfics para aplicacio de céulac-ronca no afmal & Minha
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& Oue of bersficios esparados depandem da deena a s tatada, do grau & sewridade da mewwa @ da resposta indwidal da
catla paciante;
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et o da terapia o ular penpoin;
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Médica Veterindrio Responsdvel Proprietdria do Animal
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Anexo 2: Prontuério de células-tronco do animal.
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