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OLIVEIRA, P.G.G. Estudo do nanocristal Qtracker 655 como marcador de células 
tronco mesenquimais pré e pós implante em tendinites experimentais em equinos. 
Botucatu, 2011, 90p., tese de doutorado, UNESP, Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia, Botucatu, São Paulo. 

RESUMO 
Lesões tendíneas, especialmente do tendão flexor digital superficial dos 

membros torácicos, são importantes enfermidades que acometem a espécie 

equina, e apresentam alto índice de recidivas e afastamento da atividade 

atlética. Os avanços médicos e pesquisas relacionadas têm mostrado 

crescente interesse na utilização da terapia celular em tratamentos dessas 

lesões que apresentam uma cicatrização lenta ou ineficaz. Existem dúvidas 

quanto à persistência e comportamento das células tronco mesenquimais 

(CTM) implantadas no local da lesão e de sua migração a outros locais 

inflamados. Sendo assim, este estudo teve como objetivo identificar CTM 

marcadas com nanocristais antes e após o implante em lesões experimentais 

do tendão flexor digital superficial (TFDS) de eqüinos, observando a 

possibilidade de migração das CTM para outro foco de lesão realizado no 

membro contralateral do animal. Para isso, foram utilizados cinco equinos, 

submetidos à indução de lesões no TFDS em ambos os membros torácicos e, 

após sete dias, foram implantadas as CTM autólogas marcadas com 

nanocristais Qtracker 655 em um dos membros do animal. Sete dias após o 

implante, foram realizadas biópsias dos tendões, congelados em nitrogênio, 

sendo posteriormente realizados cortes histológicos para visualização em 

microscópio de fluorescência. Paralelamente, células marcadas com 

nanocristal foram mantidas em cultivo por 24 horas e, após este período, 

avaliou-se a sua viabilidade. Nas lesões que receberam células marcadas, 

foram visualizados sinais fluorescentes nas amostras, enquanto estes eram 

ausentes nas lesões dos membros contralaterais. As CTM marcadas e 

injetadas no tecido tendíneo mantiveram sua fluorescência sete dias após o 

implante in vivo, não sendo observado migração para o membro contralateral. 

As células mantiveram sua viabilidade após 24 horas de incubação com o 

marcador Qtracker.  

 

Palavras-chave: célula tronco mesenquimal, Quantum Dots Qtracker 655, 

tendinite, equino. 
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OLIVEIRA, P.G.G. Study of nanoparticles Qtracker 655 as an option of labeling 
mesenchymal stem cells before and after implant in equine induced tendinitis. 
Botucatu, 2011, 90p., tese de doutorado, UNESP, Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia, Botucatu, São Paulo. 

 
ABSTRACT  
 

Tendon lesions, especially of the superficial digital flexor tendon (SDFT) 

on forelimb, are important injuries in equine, because have high reinjury 

incidence and can cause retirement of athletic activities. Medical researches 

have shown growing interest on using stem cell therapy in the treatment of 

lesion with slow or ineffective repair. There are doubts regarding the persistency 

of the mesenchymal stem cells (MSC) implanted on the lesion site and of its 

migration to other injury sites. This study aims to identify marked MSC with 

nanoparticles quantum dots (QD) before and after the implant in equine induced 

tendinitis and to verify if there is a migration to another injury site on the 

contralateral. Five equines have a SDFT tendinitis induced on both forelimb 

and, after seven days, have seeded autologous MSC, marked with quantum 

dots Qtracker 655 in one of the limbs. Seven days after the implant, biopsies of 

the tendons were conducted, in which histological cuts were made for 

visualization in fluorescence microscope. The viability of the cells marked with 

nanoparticles and kept in cultivation was evaluated after 24 hours of incubation. 

Fluorescent signs were visualized on samples of the lesions that received 

marked cells, while they were absent on the lesions of the contralaterals. The 

marked MSCs kept their fluorescent emission, making it possible to identify 

them after seven days of in vivo implant, not occurring migration to the opposite 

limb. The cells maintained their viability in cultivation after 24 hours of 

incubation with the Qtracker marker.  

  

Key words: mesenchymal stem cell, Quantum Dots Qtracker 655, tendinitis, 

equine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Lesões tendíneas e ligamentares são importantes causas de 

claudicação em equinos atletas, devido à alta frequência e intensidade dos 

treinamentos e grande esforço físico exercido durante as provas. Dentre as 

estruturas envolvidas, o tendão flexor digital superficial é a que apresenta a 

maior incidência de lesões. Estas enfermidades podem provocar o afastamento 

temporário ou permanente dos animais das pistas, gerando perdas econômicas 

no setor da equideocultura. As lesões são predominantemente degenerativas, 

de baixa velocidade de cicatrização e raramente retornam à sua elasticidade e 

força originais. Devido a esta inferior capacidade de cicatrização, um longo 

período de reabilitação se faz necessário, além de alto índice de recidivas 

(WATTS et al., 2011). 

Os tratamentos propostos atualmente são de baixa eficácia, e 

independentemente da diversidade de terapias empregadas, a queda de 

desempenho dos animais e o risco de recidivas ainda é uma realidade. Desta 

forma, o principal objetivo das novas terapias envolvendo células tronco e 

medicina regenerativa tem sido recuperar a funcionalidade do tecido, o que, 

consequentemente, tem encorajado o desenvolvimento de estratégias para 

melhorar a qualidade de reparação tecidual (GODWIN et al., 2011). 

 Apesar da melhoria no diagnóstico das lesões, avanços nas técnicas de 

reabilitação e desenvolvimento de novas terapias com células e materiais 

biólógicos, um tratamento efetivo ainda não teve seus resultados comprovados. 

Devido à baixa celularidade e à atividade mitótica lenta dos tenócitos, a 

reparação tendínea intrínseca é principalmente realizada pelas células do 

endotendão e epitendão, com pequena proliferação dos tenócitos no perímetro 

da lesão. A reparação extrínseca parece ser influenciada pelos pericitos 

microvasculares e células associadas aos vasos sanguíneos. A escasses de 

células apropriadas para a reparação tendínea explicam o longo periodo de 

recuperação, formação de um tecido de cicatrização desorganizado e 

propriedades mecânicas inferiores à original. Estes fatores têm resultado em 

um grande interesse na terapia celular como tratamento de lesões tendíneas, 
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visando recuperar a qualidade tendínea e sua regeneração (WATTS et al., 

2011) 

Experimentos vêm recentemente se concentrando no potencial 

terapêutico das células tronco (CT), verificando sua possibilidade de aplicação 

em enfermidades complexas, ou lesões de difícil cicatrização. A célula tronco é 

um tipo indiferenciado de célula que tem capacidade de se auto-renovar e de 

se diferenciar, dando origem à células especializadas. Estas células são 

pluripotentes e possuem capacidade de colonizar todo o organismo ou 

regenerar segmentos de um tecido lesado (SOUZA et al., 2005). As células 

tronco são fonte de todos os novos tecidos formados pelos sistemas de reparo 

e remodelação do organismo, sendo reguladas por sinais químicos e físicos 

que controlam sua ativação, proliferação, migração, diferenciação e período de 

sobrevida (BIANCO et al., 2001). Possuem importante papel no reparo e 

reconstrução de tecidos lesados, atuando na substituição de células mortas e 

no restabelecimento da função de tecidos ou órgãos (FILIP et al., 2004). 

As células tronco podem ter uma contribuição direta na reparação 

celular, no caso do tendão lesado, através de sua diferenciação tecido-

específica e na produção de matriz extracelular, ou indiretamente, por meio de 

efeitos tróficos, com a produção de proteínas bioativas, como fatores de 

crescimento, fatores antiapoptóticos e agentes quimiotáticos (REHMAN et al., 

2004). Além destas características, alguns estudos sugerem que as CT 

possuem efeito antiinflamatório e também imunomoduladores, inibindo a 

ativação de linfócitos T e B e das células natural killer (HERRERO e PÉREZ-

SIMON, 2010).  Adicionalmente, recrutam CT locais, estimulam crescimento de 

novos vasos e liberam fatores de crescimento (CARVALHO et al., 2011). No 

entanto, não se sabe qual destes fatores exercem influência após o implante 

das CTMs (ALVES et al., 2011).  

A habilidade de atração das CT a locais de lesão se deve à inflamação 

existente no local lesado. A inflamação envolve a produção de um grande 

número de moléculas, incluindo proteínas que tem como ação a adesão entre 

as células (exemplo as integrinas). Estas proteínas atuam como sinalizadores, 

atraindo umas às outras, e as ativa de diversas formas (citocinas), assim como 

seus receptores. As proteínas envolvidas com o tropismo das CTM ao local 
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inflamado aparentam ser as mesmas que atraem os linfócitos às regiões 

lesadas e inflamadas (SATAKE et al., 2003). 

Estudos sobre nanotecnologia e tratamentos na biomedicina utilizando 

células tronco se combinam para promover um melhor entendimento desta 

nova opção terapêutica in vivo.  A manutenção celular e sua diferenciação no 

tecido ao qual as células são implantadas necessitam ser detectadas, e, para 

isso, desenvolvem-se sistemas de identificação para permitir a compreensão 

dos mecanismos de atuação e apoptose nos diferentes modelos de lesão 

tecidual (KAUR e SINGHAL, 2011). 

Diversas marcações celulares têm sido estudadas, dentre estas estão 

disponíveis os pontos quânticos (WU e BRUCHEZ, 2004). Existem dificuldades 

em se marcar as células a serem transplantadas, assim como avaliar o seu 

destino in vivo, obtendo resultados controversos e de limitações técnicas 

(OLIVEIRA et al., 2009). Pontos quânticos são formados por nanocristais 

semicondutores, excitáveis e fotoestáveis, podendo ser estimulados por um 

único comprimento de onda (HASSAN et al., 2006). Os pontos quânticos são 

atóxicos às células e sua fluorescência continua ativa por um tempo 100 vezes 

maior se comparado a corantes orgânicos (MARSH et al., 2007). Os 

nanocristais provêem luminosidade e fluorescência que podem ser observados 

por horas em tecidos marcados, ainda podem ser arquivados 

permanentemente e são capazes de marcar quase todos os tipos de material 

de interesse biológico (PARAK et al., 2005). A fluorescência do nanocristal 

pode ser detectada por pelo menos quatro gerações celulares, sendo que 

algumas células podem permanecer marcadas por até duas semanas 

(DONALDSON et al., 2004).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 AS CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS (CTM) 

 

A engenharia tecidual se baseia na utilização de células, fatores 

biológicos e biomateriais, individualmente ou associados, com o objetivo de 

recuperar a estrutura tecidual normal e a sua função (KOCH et al., 2009). A 

terapia celular se baseia na aplicação de células tronco em um tecido lesado, 

envolvido por um arcabouço de células íntegras, as quais serão responsáveis 

por suprimento sanguíneo e mediadores celulares, promovendo um 

microambiente adequado para a diferenciação e proliferação celular, bem como 

de sua função.  

Células tronco são definidas como células com capacidade de auto-

renovação, de proliferação extensiva, e também podem se diferenciar em um 

ou mais tipos/tecidos celulares, entre elas osteoblastos, adipócitos, 

condroblastos, tenócitos, mioblastos, e outros (KOCH et al., 2008).  

Células fetais, adultas e neonatais são isoladas através da separação da 

fração mononuclear do tecido de interesse. Utilizando-se meios de cultura 

apropriados, podem ser identificadas colônias de células aderentes em poucos 

dias, exibindo morfologia fibroblastóide (MONTEIRO et al., 2010). À medida 

que os frascos atingem determinada confluência, as células podem ser 

ressuspensas e divididas em diversos frascos para a expansão do número de 

células indiferenciadas ou para promover sua diferenciação in vitro em uma 

linhagem específica para o uso terapêutico (KOCH et al., 2008). 

Os novos tratamentos alternativos utilizando as células tronco têm como 

objetivos melhorar a qualidade e função do tecido neoformado, minimizar o 

tempo de tratamento e os custos, e garantir o retorno mais rápido às atividades 

normais (OLIVEIRA et al., 2010).  

Tanto em humanos como em animais (incluindo a espécie equina) foram 

desenvolvidas pesquisas envolvendo a utilização de células da fração 

mononuclear e expandidas em laboratório. O cultivo em laboratório aumenta o 

número de células mesenquimais, como também permite o seu maior controle; 

no entanto, existe um aumento nos custos, no tempo para obtenção das 
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células e um período limitado em seu potencial de indiferenciação, se mantido 

em cultura por um tempo muito prolongado (KOCH et al., 2009). As CT podem 

ser injetadas como suspensão celular ou acrescidas de um biomaterial de 

suporte. Sua aplicação é interessante devido ao procedimento micro-invasivo, 

de fácil realização, baixo custo, morbidade e tempo de recuperação (KOCH et 

al., 2009). 

A resposta regenerativa considerada ótima in vivo pode ser atingida 

através da combinação de 3 fatores: um tipo de célula capaz de formar uma 

ótima matriz; um suporte capaz de promover a sobrevivência das células 

implantadas por meio de proteção mecânica e/ou suporte nutricional; e 

estímulos anabólicos, geralmente combinando fatores de crescimento e 

estímulos mecânicos apropriados para que seja promovido uma adequada 

síntese de matriz extracelular e organização tecidual (BUTLER et al., 2008).   

 

2.2 TRATAMENTOS DE LESÕES TENDÍNEAS EM EQUINOS 
 

Os recentes tratamentos tendo-ligamentares desenvolvidos em equinos 

com o uso de células tronco mesenquimais (CTM) não tem o objetivo maior de 

reduzir o tempo de recuperação e cicatrização da lesão, mas sim em melhorar 

a qualidade do tecido formado. As fontes mais conhecidas e utilizadas para a 

obtenção das células são medula óssea (MO) e tecido adiposo (TA). O esterno 

é o local mais comumente utilizado para se realizar a punção de medula óssea, 

conforme descrito por Smith e colaboradores (2003), no entanto, o número de 

CTM é baixo (0,01% a 0.001%); o tecido adiposo tem como principal fonte de 

obtenção a região lateral à base da cauda. Ambos os procedimentos são 

realizados com o animal em estação, sob leve sedação e anestesia local 

(TAYLOR e CLEGG, 2011). Vidal e colaboradores (2008) descreveram a 

ocorrência de certas diferenças quanto ao potencial de diferenciação das CTM 

provenientes de MO e TA como, por exemplo, a reduzida capacidade de 

diferenciação osteogênica das células proveniente de TA se comparada com 

as de MO, 

 Células tronco mesenquimais têm sido implantadas em lesões tendíneas 

em animais de laboratório em diversas pequisas in vivo, apresentando 
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resultados positivos, com melhora em sua estrutura e resistência (BUTLER et 

al. 2008). A melhora na qualidade do tecido neoformado, com aumento na 

relação de fibras colágenas I/III também foi descrita por Hankemeier e 

colaboradores (2005). Em equinos, diversos trabalhos foram desenvolvidos 

utilizando-se modelo experimental de tendinites induzidas através do uso de 

colagenase (SCHNABEL et al., 2009; CROVACE et al., 2010) sugerindo que as 

CTM provenientes de medula óssea promovem uma resposta favorável do 

tecido de reparação. Existem ainda estudos clínicos que relatam o uso de CTM 

provenientes de MO no tratamento de tendinites do TFDS de ocorrência 

natural, e acompanhados durante 2 anos, avaliando as taxas de recidiva, 

sendo observada um índice significativamente menor deste parâmetro se 

comparado a tratamentos convencionais (GODWIN et al., 2011).    

O implante tem sido realizado no local da lesão, em um número mínimo 

de 1 X 106 células (PACINI et al., 2007). Outros estudos preconizam números 

maiores como Smith e colaboradores (2003) que utilizaram 10 X 106 células, 

até 5 X 107 células por lesão (GODWIN et al., 2011), geralmente após a sua 

visualização e localização através de exame ultra-sonográfico (BARREIRA et 

al., 2008).  

 

2.3 MECANISMO DE AÇÃO DAS CÉLULAS TRONCO 

 

As células tronco mesenquimais residem em muitos, se não todos, 

tecidos e órgãos. Um sistema de regulação complexo é necessário para que 

estas mantenham um estado indiferenciado, se proliferem em um grau 

adequado às necessidades do organismo e mantenham um estado intrínseco 

de auto-renovação. Este sistema regulatório é espacialmente organizado que é 

denominado de “nicho”. Os nichos promovem localização física, mediado pelo 

contato entre células, e fatores de crescimento para que se mantenha a 

população de CT e controle de sua atividade proliferativa (STEWART e 

STEWART, 2011). 

Alguns termos são importantes para compreensão da dinâmica das 

células tronco nos tecidos ao qual irão se integrar. O primeiro deles é homing, o 

qual descreve migração das células ou a observação de que as células têm 
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preferência, ou são atraídas, por um determinado tecido após injeção 

intravenosa ou aplicação local (in situ). A fixação, ou engraftment, que 

descreve a habilidade da célula em se incorporar ao tecido ou órgão sem 

necessariamente ter uma função. O termo “nicho” se refere ao local ou 

ambiente que está ao redor da célula, regulador de suas funções, definido por 

diversos fatores reguladores ainda não completamente conhecidos, como 

efeitos parácrinos e autócrinos que determinam a sua proliferação ou 

diferenciação (KOCH et al., 2008).  

O processo de homing, ou aporte, dos leucócitos a locais específicos de 

inflamação em resposta a um estímulo inflamatório é um processo que envolve 

citocinas, integrinas e outras moléculas de adesão. Células tronco 

hematopoiéticas também são recrutadas dos vasos sanguíneos para os tecidos 

em um processo semelhante aos leucócitos. As CTM são recrutadas 

seletivamente aos tecidos lesados supostamente utilizando-se de um 

mecanismo semelhante, embora utilizando um conjunto diferente de moléculas 

de adesão (FOX et al., 2007).  

Inicialmente, o uso de CTM no tratamento de lesões músculo-

esqueléticas se baseava unicamente na sua habilidade de diferenciação em 

um tipo celular apropriado e, desta forma, promover diretamente a regeneração 

do tecido danificado (CAPLAN, 2005). Esta expectativa está sendo 

desacreditada pois, se in vitro, as células podem se diferenciar em linhagens 

osteogênicas, condrogênicas e outras, elas não possuem a mesma 

complexidade tecidual necessária para reproduzir o ambiente adequado para a 

diferenciação celular. Claramente, a evidência da diferenciação in vitro não é 

uma garantia da boa performance in vivo (STEWART e STEWART, 2011). 

Acreditando que as CTMs não tem responsabilidade direta sobre a 

reparação/regeneração do tecido musculoesquelético, os efeitos parácrinos 

destas células vêm sendo reconhecidos. As CTMs secretam um conjunto de 

citocinas, fatores de crescimento e proteínas de ação imunomodulatória. Por 

exemplo, quando administradas em músculo de áreas infartadas, promovem 

neovascularização através de estímulos à secreção de VEGF pelos músculos 

estriados do local de injeção (SHABBI et al., 2009). A redução dos efeitos 

inflamatórios é realizado por CTM ativadas que secretam citocinas, reduzindo a 

proliferação de linfócitos T, como também a ativação da expressão de 
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antígenos e secreção de citocinas inflamatórias (ZHENG et al., 2008). Em 

resumo, atualmente existem evidências de que as CTMs secretam fatores que 

promovem a angiogênese, protegem de sofrer apoptose células locais 

comprometidas e recrutam e estimulam células tronco residentes, ao mesmo 

tempo em que inibem a inflamação e reduzem formação de fibrose (STEWART 

e STEWART, 2011).     

O tempo ideal para o tratamento, a dose de células a ser administrada e 

a via de administração permanecem ainda em discussão, seja para a espécie 

animal ou tipo de lesão (KOCH et al., 2009). As CTM podem ser aplicadas in 

situ (no local da lesão), ou através de infusão intravenosa. Um inconveniente 

para a aplicação venosa é a necessidade de grande quantidade de células por 

aplicação, visto que muitas se distribuem para locais distantes do foco da lesão 

(MONTEIRO et al., 2010). Já a aplicação local aumenta o número de células no 

local de lesão, e é esta via de aplicação que vem sendo utilizada na clínica de 

equinos.  

 As CTM expressam um grande número de moléculas bioativas como as 

moléculas de adesão, as proteínas de matriz extracelular, as citocinas e os 

receptores de crescimento, permitindo interações com as demais células. 

Essas moléculas atuam modulando a resposta inflamatória, angiogênese e 

mitose das células envolvidas no processo de reparação tecidual. Assim, as 

CTM secretam uma grande variedade de citocinas, além de expressar 

receptores para citocinas e fatores de crescimento. Desta forma, as CTM 

interagem com as células residentes (nicho) e podem induzí-las, por 

mecanismo parácrino, a se diferenciar em linhagens celulares distintas, de 

acordo com a sinalização. Quanto mais agudo o processo patológico, ou 

quanto mais vascularizada a região afetada, mais intensa é a sinalização do 

nicho e mais efetiva será a resposta das CTM (MONTEIRO et al., 2010).  

De maneira geral, as moléculas bioativas secretadas pelas CTM 

exercem efeitos tróficos no tecido adjacente, acarretando: (a) efeito 

antiapoptóticos nas células tecido-específico, (b) efeitos imunomodulatórios 

sobre as células do sistema imune, (c) aumento da angiogênese, e (d) 

quimiotaxia para outras células jovens comprometidas com o processo de 

reparação. Assim, pode ocorrer redução da resposta inflamatória inicial, 

restabelecimento do suprimento vascular e reparação adequada do tecido, 
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dependendo da extensão e gravidade dos danos tissulares (MONTEIRO et al., 

2010). 

 

2.4 IDENTIFICAÇÃO CELULAR NO TECIDO 
 

Para investigar as células e os processos celulares, é muito importante 

visibilizar as estruturas envolvidas. As células são quase transparentes à luz 

microscópica individual e, geralmente, não há possibilidade de observação 

direta dos compartimentos moleculares (MICHALET et al., 2005). A busca por 

métodos fluorescentes capazes de detectar cada vez menores quantidades de 

biomoléculas sofreu avanços nos últimos anos (GWINN & VALLYATHAN, 

2006). No entanto, foi com o advento da nanotecnologia que as perspectivas 

para a utilização de nanopartículas em estudos que envolvem novas terapias, 

marcação molecular e métodos de detecção óptica, desencadearam uma 

revolução molecular (BORM, 2006). A utilização de marcadores fluorescentes 

só ocorre porque há envolvimento e interação do marcador com a membrana 

celular devido a sua permeabilidade, ocorrendo endocitose e quimiotaxia, e não 

provoca efeitos deletérios na fisiologia normal endocítica (AZZAZY et al., 2006), 

não sendo tóxicos às células (MARSH et al., 2007).  

Os nanocristais podem ser observados utilizando qualquer microscopia 

fluorescente, de epifluorescência, confocal e multifocal. Quando colocados sob 

uma fonte de luz, os pontos quânticos brilham como sinais de neón e seu brilho 

dura até 48 horas (BORM, 2006). A fluorescência do nanocristal pode ser 

detectada por pelo menos quatro gerações celulares, sendo que algumas 

células podem permanecer marcadas por até duas semanas (DONALDSON et 

al., 2007). A cor emitida pelos pontos quânticos pode ser alterada controlando-

se o seu tamanho. Os pontos pequenos emitem luz azul, verde ou amarela e 

pontos maiores brilham nas cores laranja, vermelha ou cinza (SIMBERG et al., 

2007).  

Recentemente, pesquisadores estudaram a possibilidade de 

acompanhar a migração celular embrionária ou adulta a partir da fluorescência 

refletida pelos nanocristais de suas células descendentes, depois de 

implantado em um organismo adulto (HARISINGHANI et al., 2007). Uma das 

maiores dificuldades nessa área é a marcação das células previamente ao 
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transplante, e, estudos anteriores após o transplante sobre o destino in vivo 

das células são controversos e difíceis de aplicar. 

O potencial regenerativo das células tronco será realmente eficaz a partir 

do momento em que houver um aporte definitivo das células no local desejado 

(FOX et al., 2007). Formas de identificar in vivo e postmortem (ou em biópsias) 

as células administradas são ferramentas cruciais para responder a diversas 

questões (KOCH et al., 2008). Muitos pesquisadores utilizam-se de técnicas de 

imunofluorescência ou imunohistoquímica para identificar os nichos das CTM 

(JONES e McGONAGLE, 2007). 

O rastreamento das células pode ser feito com a marcação do núcleo 

com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). No entanto, o DAPI fica livre no 

micro-ambiente hospedeiro após a morte de células transplantadas, e é 

ativamente captada pelas células residentes neste local. Este evento, que 

ocorre in vivo, demonstra uma importante limitação de experimentos que 

utilizam tais corantes como marcadores, já que células normalmente residentes 

no tecido podem se tornar marcadas e sendo assim, confundidas com células 

transplantadas, o que caracterizaria um falso positivo (COSTA, 2009). 

Uma das possíveis técnicas é a de marcação das células através da 

infusão de um plasmídeo pCAG-EGFP-1 através de eletroporação (GUEST et 

al., 2008), injetados em lesões do tendão flexor digital superficial e avaliados 

após 10 e 34 dias de implante, via imunohistoquímica anti-GFP. Nos resultados 

preliminares, um grande número de células marcadas foram identificadas no 

interior da lesão, como também no tecido adjacente. O GFP é uma proteína 

verde fluorescente (green fluorescent protein), proveniente de um adenovírus, 

que infecta as células mesenquimais (incubadas por 24 horas), e pode ser 

visualizado não só pela técnica descrita acima como também através de 

microscopia de fluorescência (SATAKE et al., 2003). Outro trabalho descreve o 

GFP como uma proteína 27-kD, originalmente descoberta na água-viva 

Aequorea Victoria. O GFP é, teoricamente, uma proteina que não provoca 

rejeição. Segundo Oshima e colaboradores (2005), a sua fluorescência pode 

ser mensurada diretamente por microscopia de fluorescência e/ou citometria de 

fluxo, sem necessitar de uma marcação por anticorpo ou outra manipulação 

celular. A presença deste marcador também pode ser identificado no tecido 

através de PCR (DEVINE et al.,2003). 
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Em modelos experimentais com ratos, existe a possibilidade de 

utilização de quimeras, animais transgênicos nos quais todas as suas células 

transmitem sinais fluorescentes GFP+, e células destes animais são 

implantadas de forma alogênica após a coleta de MO (TOMIYAMA et al., 

2008). Mas, apesar de diversos trabalhos fazerem uso da marcação celular 

com esta proteína verde fluorescente, trabalhos desenvolvidos para reparação 

de lesões em miocárdio não se utilizam desta tecnologia devido à intensa 

imunofluorescência típica dos cardiomiócitos (OLIVEIRA et al., 2009).    

Ferramentas novas de diagnóstico celular incluem pontos quânticos 

(QDs), que são nanocristais semicondutores caracterizados por alta 

fosfoestabilidade e excitação de um único comprimento de onda. Os QDs vem 

sendo utilizados com sucesso em marcações in vitro e identificação in vivo das 

CT. A interiorização da fluorescência é feita passivamente mediada por 

endocitose no citoplasma das células. Nanocristais fluorescentes podem ser 

localizados por pelo menos quatro gerações celulares, e algumas células 

permanecem marcadas por até duas semanas. Células tronco marcadas com 

nanocristais fluorescentes Q-tracker foram úteis na identificação de células 

implantadas em defeitos ósseos sete dias após o tratamento (OLIVEIRA et al., 

2010). Quantum trackers são microcápsulas que liberam nanocristais 

fluorescentes chamados quantum dots (Qdots) no citoplasma de células vivas 

usando um peptídeo ligante específico e deve ser incubado tempo suficiente 

para que ocorra a sua entrada na célula (40 a 60 minutos) (OLIVEIRA et al., 

2009). 

Uma vez dentro das células vivas, estes nanocristais emitem uma 

fluorescência intensa e estável que pode ser rastreada durante várias 

gerações, mas não são transferidas para populações de células adjacentes 

(COSTA, 2009). O QD só pode ser incluído dentro das células através de um 

peptídeo, e não pode ser transferido de uma célula para outra. A marcação não 

interfere na viabilidade, capacidade proliferativa e diferenciação celular. As 

lesões oculares tratadas com CTM por Costa (2009) sugeriram que as células 

transplantadas possuem capacidade de migração em direção ao tecido lesado 

(trofismo), e são capazes de se incorporar neste tecido, podendo ser 

visualizadas após um período de 24 horas a 8 semanas (HOFRNANN et al, 

2005). A identificação das células marcadas é simples, e realizada através do 
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corte de lâminas do tecido alvo congelado e leitura em microscópio de 

fluorescência. 
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3. OBJETIVO E JUSTIFICATIVA 
 
Os efeitos dos nanocristais sobre a viabilidade celular vem ganhando 

interesse devido aos avanços obtidos nos campos da farmacologia e 

biomedicina. Desta forma, o potencial uso destes nanocristais como 

marcadores celulares tem levantado questões sobre seu possível potencial 

citotóxico.  

Dentro deste contexto, em que se estuda a dinâmica celular dentro do 

tecido alvo, a possibilidade de marcação das células e sua visualização após o 

implante celular, a presente pesquisa tem como objetivos: 

- Avaliar a ocorrência de marcação das CTMs utilizando o nanocristal 

Qtracker 655, bem como sua viabilidade celular após a marcação imediata e 24 

horas depois; 

- Verificar a possibilidade de observação das células tronco marcadas no 

interior da lesão tendínea do TFDS sete dias após o implante e a ocorrência ou 

não de migração celular para o TFDS do membro contralateral do animal, 

também lesado.  
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 EXPERIMENTAÇÂO 
 
O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterinário da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu 

(Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinária), no Laboratório 

LANÇA (Laboratório de Reprodução e Terapia Celular Avançada, FMVZ, 

Unesp Campus de Botucatu) e no Centro Equestre Equivila. Aprovada pela 

Câmara de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) – 

Botucatu, sob protocolo número 213/2008. 

 
4.2 ANIMAIS  
 
Foram utilizados cinco equinos com idade entre dois e cinco anos, de 

ambos os sexos, da raça Mangalarga, clinicamente hígidos, sem alterações no 

sistema locomotor. A confirmação do estado de higidez para a inclusão no 

grupo experimental foi realizada por meio dos exames físicos (mensuração de 

parâmetros vitais e exame do sistema locomotor), laboratoriais (hematimetria, 

leucometria, perfil bioquímico das funções hepática e renal) e 

ultrassonográficos (avaliação das estruturas tendíneas e ligamentares 

flexoras). Durante todo o experimento os cavalos foram alimentados com feno 

de capim “coast-cross”, com água “ad libitum” e suplementados com ração 

comercial para equinos1 e composto vitamínico mineral2. Receberam vermífugo 

com composto comercial a base de Ivermectina3 a cada três meses.  

 

 

 

 

 

                                                           
1 Ração Triumph Passeio – Socil, Brasil 
2 Sal para equinos Manafós – Connan, Brasil 
3 Ivermectina -  Eqvalan, pasta - Merial, Brasil 
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
A indução da lesão experimental foi estabelecida como tempo zero do 

experimento (D0). Todos os membros torácicos dos cinco animais foram 

submetidos à da injeção intratendínea de 1 mL de colagenase tipo 1 

(2,5mg/mL)4 no tendão flexor digital superficial (TFDS) para a indução da 

tendinite 

Os membros torácicos dos animais foram distribuídos em dois grupos de 

cinco membros cada (GA e GB) escolhidos aleatoriamente, e os tendões 

lesados foram tratados conforme os grupos: GA - membros tratados e GB - 

membros controle. No 7º dia do experimento (D7), o GA recebeu o implante 

das células tronco mesenquimais marcadas com nanocristal Qtracker 6555. 

Todos os membros (GA e GB) foram submetidos à biópsia no 14° dia do 

experimento (D14), retirando-se um fragmento de 1 cm2 da área lesada do 

TFDS, para observação do fragmento em microscopia de fluorescência.  

Grupo A (GA) – Membro Tratado: Constituído por cinco membros 

torácicos que receberam injeção de colagenase nos tendões flexores digitais 

superficiais em D0. Sete dias após a indução da lesão (D7), receberam o 

implante intralesional de células tronco mesenquimais provenientes da medula 

óssea, previamente cultivadas e marcadas com o nanocristal Qtracker 655. Os 

animais do GA foram submetidos à biópsia ao final do experimento (D14) para 

coleta de amostras tendíneas.  

Grupo B (GB) – Membro Controle: Constituído por cinco membros 

torácicos, sendo estes contralaterais ao grupo tratado, que receberam injeção 

de colagenase nos tendões flexores digitais superficiais em D0. Este grupo não 

recebeu qualquer tipo de tratamento intralesional em D7. Os animais do GB 

foram submetidos à biópsia ao final do experimento (D14) para coleta de 

amostras tendíneas.  

 

 

                                                           
4 Sigma-Aldrich C-0130 
5 Qtracker® 655 Cell Labeling Kit - Invitrogen 
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Tratamentos       

 

GA (Membro 
Tratado) 

Dias 0 07   14 

  
Lesão 

tendínea 

Implante 
intralesional 

das CTM 
marcadas com 

nanocristal 

 Biópsia 

       

GB (Membro 
Controle) 

Dias 0 07   14 

  
Lesão 

tendínea 
Sem 

tratamento 
 Biópsia 

       

 
FIGURA 1: Esquema organizacional do delineamento experimental. 

 

4.4 COLETA DE MEDULA ÓSSEA E CULTIVO DE CTM 
 

Em um período de quatro semanas antes da indução de lesão, os 

animais foram submetidos à punção da medula óssea na região da quinta 

esternebra para coleta do sangue medular e posterior cultivo das células tronco 

mesenquimais em laboratório. Esse período anterior a D0 foi necessário para 

que o tempo de cultivo fosse sincronizado com o tempo de tratamento em D7. 

Para tal, no local situado na região da quinta esternebra, foi realizada a 

tricotomia e antissepsia para a punção medula óssea (Figura 2). Realizou-se a 

anestesia local infiltrativa com lidocaína sem vasoconstritor6 a 2% e sedação 

                                                           
6 Xylestesin 2%, Cloridrato de lidocaína Cristália Prod. Químicos e Farmacêuticos Ltda, SP - 
Brasil 
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dos animais com xilazina7 a 10%, 0,5 mg/kg. Com a agulha do tipo Komiyashiki 

posicionada no interior da medula, foram utilizadas duas seringas de 20 mL, 

cada uma contendo 1 mL de heparina 5% e 2 mL de solução salina tamponada 

(PBS), para a punção medular. Foi estabelecido um volume final total de 35 a 

40 mL na coleta do sangue medular por animal. Este material foi levado ao 

laboratório para separação da fração mononuclear e posterior cultivo de células 

tronco mesenquimais.  

 Após filtragem do material obtido na coleta em equipo de 

transfusão, se obteve a fração mononuclear através da separação por 

gradiente de densidade, com o uso de Histopaque® 10778. A fração 

mononuclear separada com o auxílio de pipetas e transferida para placas de 

cultura de 25cm2, permanecendo a 370 C em estufa a 5% de CO2, em ambiente 

estéril, sendo manipulada apenas em capela de fluxo laminar. O meio (DMEM- 

Knockout 10% de soro fetal bovino) foi substituído a cada 48 horas e, havendo 

confluência de 80% da placa era realizada a tripsinização (passagem), 

obtenção e lavagem do “pellet” celular com PBS para posterior utilização. O 

cultivo foi mantido até a primeira passagem, de maneira a atingir o dia e ser 

realizado o tratamento do GA. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

                                                           
7 Xilamax, Xylazine HCl Vetoquinol N-A. Inc. George Lavaltrie, Canadá. 
8 Histopaque® 1077 Sigma-Aldrich. 

     

FIGURA 2: Coleta de MO em região 

de quinta esternebra. 
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4.5 INDUÇÃO DE LESÃO 
 
A administração de colagenase foi considerada como o dia 0 do 

experimento (D0). Todos os cinco animais foram submetidos à indução de 

lesão nos tendões flexores digitais superficiais em ambos os membros 

torácicos, na região de terço médio do metacarpo. A lesão foi induzida através 

da administração de 1 mL de colagenase9 na concentração de 2,5mg/mL. Para 

tal procedimento os animais foram contidos em tronco e sedados com xilazina 

10% (1,1mg/kg) via intravenosa. Foi igualmente realizada a tricotomia, 

antissepsia da região média metacarpiana e anestesia local infiltrativa com 

lidocaína sem vasoconstritor a 2%. Para a administração da colagenase foi 

utilizada uma agulha hipodérmica 30 X 0,80mm, posicionada no local desejado, 

no interior do TFDS, guiado por ultrassom10. Uma seringa de 3 mL, contendo 1 

mL da solução de colagenase, foi então acoplada à agulha e o líquido foi 

injetado. Após a indução, os animais foram tratados com fenilbutazona11, 

2,2mg/kg, IV, uma vez ao dia durante sete dias. O desenvolvimento da lesão foi 

acompanhada através de exames físicos diários realizados nos primeiros sete 

dias e exames ultrassonográfico em D7 e D14. Os exames físicos (de D0 a D7) 

foram constituídos de inspeção local, palpação das estruturas tendíneas, 

verificação de sinais de inflamação e exame de claudicação de todos os 

animais. O exame ultrassonográfico em D7 foi realizado no momento do 

implante das CTM no GA, e no mesmo momento no GB. Avaliou-se a 

ecogenicidade da lesão, graduada de 0 a 4, da seguinte forma (GENOVESE et 

al.,1986): 

0 -  padrão normal (ecóico) 

1 - queda de 25% do padrão ecóico (predominantemente ecóico) 

2 - queda de 50% do padrão ecóico 

3 - queda de 75% do padrão ecóico (predominantemente anecóico) 

                                                           
9 Colagenase Tipo 1- Sigma-Aldrich C-0130 
10 ALOKA 900 
11 Equipalazone Injetável, Fenilbutazona MARCOLAB, Indústria Farmacêutica Vitalfarma Ltda, 
Minas Gerais, Brasil. 
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4 – queda de 100% do padrão ecóico (totalmente anecóico) 

O exame ultrassonográfico em D14 foi realizado momentos antes à 

realização das biópsias para GA e GB, definindo-se melhor porção do tendão a 

ser biopsiada. 

 

4.6 MARCAÇÂO CELULAR COM NANOCRISTAIS 
 

Transcorridos sete dias após a indução da lesão, as células previamente 

cultivadas foram incubadas com nanomarcadores cristais Qtracker 655 (Figura 

3). Para isto foi seguido o protocolo do fabricante para células em suspensão. 

Desta forma, para obtermos uma dosagem de 10 nM de Qdots, acrescentou-se 

1 microlitro da solução A a 1 microlitro da solução B para cada um milhão de 

células a serem marcadas. A solução resultante, após 5 minutos a temperatura 

ambiente (25°C), foi acrescida de 200 microlitros de meio DMEM e então 

colocada 30 segundos no vórtex, para agitação e homogeinização dos 

componentes. Esta solução foi depositada sobre o pellet celular previamente 

obtido após o cultivo celular descrito no item 4.4; e levado para a estufa a 37°C 

por um período de 45 a 60 minutos, sempre protegido da luminosidade. 

As células foram lavadas por duas vezes em meio DMEM, e parte 

destas células foram depositadas em câmara de Neubauer, sendo levadas ao 

microscópio de fluorescência, confirmando a sua adequada marcação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

FIGURA 3: Kit para marcação celular Qtracker 
655 e seus reagentes A (tampa azul) e B (tampa 
vermelha) (Invitrogen). 
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4.7 IMPLANTE CELULAR AUTÓLOGO  
 
O implante das células marcadas no GA foi realizado sete dias após a 

indução da lesão (D7). Para tal procedimento os animais foram contidos em 

tronco e sedados com xilazina 10% (1,1mg/kg) via intravenosa. Foi realizada a 

tricotomia, antissepsia da região média metacarpiana e anestesia local 

infiltrativa com lidocaína sem vasoconstritor a 2%. As células marcadas foram 

implantadas em um dos membros de cada animal, acrescidas de 0,5 mL de 

PBS, constituindo o GA (Figura 4). O membro contralateral permaneceu como 

controle, sem receber nenhum tipo de tratamento, constituindo o GB. Para a 

administração das células foi utilizada uma agulha hipodérmica 30 X 0,80mm, 

posicionada no local desejado, no centro da lesão no TFDS, guiado pelo 

ultrassom. Uma seringa de 3 mL, contendo a associação das células marcadas 

e PBS, foi então acoplada à agulha e o material foi injetado. Os membros que 

foram definidos com tratado (GA) ou controle (GB) foram escolhidos 

aleatoriamente no momento do tratamento. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

   

FIGURA 4: Botão celular 
(seta) obtido após cultivo e 
centrifugação das CTM. 
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4.8 BIÓPSIA 
 
Transcorridos 14 dias após a indução da lesão (D14), foram realizadas 

as biópsias dos TFDS de ambos os membros torácicos de todos os animais 

(GA e GB). Para isso os animais foram submetidos à anestesia geral 

intravenosa através da administração do triplo gotejamento (triple drip), que 

consiste na infusão contínua de uma solução contendo éter-gliceril-guaiacol, 

xilazina 10% e ketamina. Igualmente foi realizado o bloqueio anestésico dos 

nervos palmares medial e lateral e nervos metacárpicos palmares para 

complementação da analgesia. Para a coleta das amostras uma incisão de 

aproximadamente três centímetros de extensão foi realizada no eixo 

longitudinal da região palmar do terço médio metacarpiano. O subcutâneo foi 

divulsionado até a observação da região da lesão no TDFS (Figura 5). O TFDS 

foi isolado e por seguinte, uma amostra de aproximadamente 1 cm2 foi retirada 

exatamente no local onde foi padronizada a lesão por meio do ultrassom e da 

observação visual no TFDS. Essa amostra foi imediatamente congelada em 

nitrogênio líquido para posterior processamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       

Figura 5: Lesão visualizada no TFDS no momento da biópsia. 
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4.9 HISTOPATOLÓGICO E MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 

 

Os fragmentos obtidos nas biópsias em D14 foram congelados em 

nitrogênio líquido, onde permaneceram por um período de 1 mês. O 

processamento das amostras foi realizado no Laboratório de Patologia Clínica 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP, Campus de 

Botucatu. Para a realização das análises histopatológicas, cortes de sete 

micrômetros de espessura foram obtidos em criostato das amostras 

congeladas e distendidos em lâminas histológicas, em um total de 5 cortes por 

lâmina, três lâminas de cada animal. Esses cortes foram corados pelos 

métodos de Hematoxilina-Eosina (H&E) e analisados por microscopia óptica, 

composto por uma lâmina com cinco cortes por animal. Foi também realizada a 

avaliação direta, sem nenhum tipo de coloração, em microscópio de 

fluorescência12, nos filtros vermelho e azul. As lâminas após o corte foram 

mantidas em temperatura de -20°C e reavaliadas após 24 horas. 

 

4.10 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR PRÉ E PÓS 
MARCAÇÂO COM NANOCRISTAIS QTRACKER 655 

 
Foram extraídos 100μL do cultivo celular e colocados em frascos de 

hemólise para a contagem celular em microscópio comum em Câmara de 

Neubauer. Foi avaliada a viabilidade celular por exclusão do Azul de Trypan. 

Para isso, um volume igual de Azul de Trypan foi adicionado à amostra a ser 

contada (100 μL da amostra : 100 μL de Azul de Trypan). As células viáveis 

permaneciam incolores, e as células coradas em azul foram quantificadas 

como inviáveis, devido ao rompimento da sua membrana celular e penetração 

do corante em seu interior. O número total de células coradas em azul e as não 

coradas foram contadas em cada um dos quadrantes, e feita, desta forma, o 

porcentual de células viáveis. A média dos dois quadrantes foi estabelecida 

como a viabilidade das células da amostra.  

                                                           
12 Leica LMD 7000 
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Após contagem das células viáveis em cultivo, foi realizada a marcação 

das CTM com o nanocristal Qtracker 655, conforme protocolo apresentado no 

item 4.6, e realizada nova avaliação da viabilidade celular após a marcação. 

Parte das células que foram cultivadas e marcadas com nanocristal foi 

mantida em cultivo, sendo realizada contagem da viabilidade celular não 

apenas imediatamente após a marcação, como também 24 horas após este 

novo período de cultivo. Estes passos foram feitos de maneira a avaliar a 

toxicidade do marcador nanocristal Qtracker às células tronco mesenquimais 

quando marcadas e também quando mantidas em cultivo por um período. 

 

4.11 CONTROLES POSITIVO E NEGATIVO DAS CÉLULAS 
MARCADAS NO TECIDO TENDÍNEO 

 
Paralelamente ao implante dos animais, duas amostras de tendão sadio, 

provenientes de um animal que veio a óbito por outras causas, foram utilizadas 

como controle negativo e positivo. Este controle foi necessário para que se 

compreendesse a emissão de luz típica do tendão sadio (já que este é um 

tecido que possui auto-fluorescência), como também da luz emitida pelas 

células marcadas com nanocristal quando injetadas neste tecido, de forma que 

não houvesse um falso positivo nas amostras do tendão lesado avaliadas.  

Desta forma, o controle negativo foi simplesmente uma amostra do 

tendão normal, congelado em nitrogênio, e cortado em criostato para 

visualização em microscopia de fluorescência; Na outra amostra de tendão 

sadio, foi feita uma aplicação de células tronco mesenquimais marcadas com 

nanocristal Qtracker 655 e, de forma semelhante, a amostra foi congelada, 

seguida da realização de cortes histológicos para a visualização em 

microscópio de fluorescência. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1 COLETA DE MEDULA ÓSSEA E CULTIVO DAS CTM 
 
A coleta de medula óssea não apresentou nenhum tipo de dificuldade, 

seguindo o protocolo anteriormente descrito, resultando em 35 a 40 ml de 

volume total coletado em cada animal. Após centrifugação e separação por 

gradiente de densidade com uso de histopaque® 107713, a fração mononuclear 

obtida foi colocada em duas placas de cultura (garrafas) de 25 cm2. Em duas a 

três semanas, optou-se por fazer tripsinização e primeira passagem dos 

cultivos de todos os animais para aumentar o número de células tronco 

mesenquimais para o implante (Figura 6). Desta forma, foram cultivadas quatro 

placas de 25 cm2 por animal, cada uma contendo cerca de 700 a 800 mil 

células, exceto pelo animal número 4, quando foram utilizadas apenas duas 

placas, devido à contaminação apresentada nas outras duas, que foram 

descartadas, e no animal de número 5, que mesmo em quatro garrafas de 

cultivo, estas apresentaram densidade mais baixa, ao redor de 400 mil células 

por garrafa. Após mais uma semana, todos os cultivos foram utilizados para 

marcação celular e implante, totalizando um tempo máximo de cultivo celular 

de quatro semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

                                                           
13 Histopaque 1077 (densidade 1,077g/dL) - Sigma-Aldrich 

 

FIGURA 6: Cultivo celular de CTM, com cerca de 20 
dias, apresentando confluência de 90% (Aumento 
200X). 
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5.2 INDUÇÃO DE LESÃO 
 
As lesões foram induzidas no mesmo momento em que se realizou a 

primeira passagem do cultivo celular, a fim de se padronizar a lesão para o 

momento de injeção das CTMs. Estas foram realizadas com auxílio da 

ultrassonografia (US), de forma a se localizarem na região centro-palmar do 

TFDS, já que os animais seriam submetidos ao procedimento cirúrgico para a 

coleta de material da biópsia, e não seriam submetidos à eutanasia, reduzindo 

a chance de ruptura tendínea no período pós-cirúrgico, resultante da fragilidade 

tecidual ocasionada pela retirada do fragmento da biópsia.  

Os cinco animais apresentaram aumento de volume e sensibilidade local 

todos os dias até D7. A claudicação e aumento de temperatura local 

permaneceram até o D3 ou D4, não sendo observados após este período. 

Aos sete dias após a indução da lesão, estas foram visíveis à avaliação 

ultrassonográfica, sendo que todos os animais apresentaram perda de 

ecogenicidade (grau 2) (Tabela 1). No entanto, não houve uma definição de 

seus bordos, sendo estes irregulares, e todas possuíram formato circular ou 

elípticas.  

 

 

ANIMAL 

ECOGENICIDADE 

GA GB 

1 3 3 

2 3 2 

3 2 3 

4 1 2 

5 2 1 

Média 2,2 2,2 

 

TABELA 1: Valores do grau de ecogenicidade 1 dia após a indução da lesão, grupos 
GA e GB. 
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5.3 MARCAÇÂO DAS CTM COM NANOCRISTAIS 
 
A marcação das CTMs com nanocristais foi realizada imediatamente 

antes à aplicação das células nas lesões tendíneas. O protocolo se mostrou 

adequado, e após o período de 45 a 60 minutos necessário à entrada do 

marcador no citoplasma das células, estas, já em suspensão, foram levadas ao 

microscópio de fluorescência, confirmando a sua marcação (Figura 7). Os 

nanocristais adentram as células de forma passiva, e após o período 

estabilizado, grande parte das células estava marcada.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

      

FIGURA 7: Células tronco mesenquimais ao microscópio óptico e de fluorescência: A) Células 
tronco mesenquimais observadas sem fluorescência (400X); B) a mesma célula observada com 
microscópio de fluorescência, mostrando a marcação no interior de seu citoplasma (400X): C) 
uma maior concentração de CTM sem fluorescência (200X); D) o mesmo campo observado ao 
microscópio de fluorescência (200X). 

A B 

C D 



27 
 

 

5.4 IMPLANTE CELULAR AUTÓLOGO  
 
O implante celular foi realizado sete dias após a indução de lesão (D7), 

guiado por US. As células foram injetadas exatamente no centro da lesão 

tendínea. Durante a aplicação do tratamento, acompanhado pelo exame 

ultrassonográfico, foi possível a visualização das células, quando injetadas, 

pelo aumento da ecogenicidade local, devido à alta concentração celular 

(Figura 8). O volume total injetado variou entre 1,5 X 106 a 2,5 X 106 células por 

animal (Tabela 2), sendo acrescidos 0,5 mL de PBS. Não foram observados 

sinais de inflamação após o implante celular. 

 

TABELA 2: Número de células tronco mesenquimais (CTM) implantadas por animal. 

 

O número de célula variou entre os animais devido à diferença de 

crescimento nas diferentes culturas, especialmente por contaminação ocorrida 

no animal de número 4, com menor número de células injetadas, o que 

dificultou a identificação celular no tecido proveniente da biópsia. Desta forma, 

mesmo não tendo o objetivo de tratar a lesão, quanto maior for o número de 

células marcadas injetadas, maiores são as chances de sua identificação na 

microscopia de fluorescência. 

 

 

 

 

 

 

 

ANIMAL NÚMERO DE CTM IMPLANTADAS 

1 2,5 X 106 
2 2,4 X 106 
3 2,4 X 106 
4 2,0 X 106 
5 1,5 X 106 
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5.5 BIÓPSIA 
 

No momento da biópsia, em D14, havia um discreto aumento de volume 

em ambos os membros de todos os animais, porém inferior ao aumento 

apresentado até o terceiro dia após a indução de lesão. O local da lesão, assim 

como o ponto de aplicação das células foi facilmente visualizado no tecido, 

devido à reação local, aumento de volume dos tecidos subcutâneo e 

peritendíneo, e pela inflamação provocada pela entrada da agulha. Não houve 

nenhuma intercorrência no momento da cirurgia, assim como no pós-

operatório, sendo que todos os animais se recuperaram sem complicações, 

sendo utilizado como antiinflamatório a fenilbutazona (1,1mg/kg), durante sete 

dias. O tamanho do material coletado seguiu o tamanho da lesão avaliada pelo 

US, ampliando um pouco além dos seus limites, para que tecido sadio também 

pudesse ser avaliado posteriormente.  O material coletado foi imediatamente 

colocado em cassetes, identificado e mergulhado em nitrogênio líquido, e só 

então armazenado em botijão de congelamento. 

 

5.6 HISTOPATOLÓGICO E MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 
 

Nos cortes histopatológicos, a presença de lesão em todos os 

fragmentos foi confirmada, principalmente, pela ocorrência de alteração da 

        

FIGURA 8: Ultrassonografia da lesão do TFDS (D7) anterior ao implante de células 
tronco mesenquimais (A)  e imediatamente após o implante (B). As seta indica o 
local da lesão e seu aumento da ecogenicidade após o implante. 
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organização tecidual, perda do alinhamento das fibras e aumento da 

celularidade (Figura 9). Ainda foram observadas células arredondadas, 

presença de pequenos e poucos vasos, áreas de necrose e edema intra-

tendíneo, identificados como perda da continuidade tecidual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na visualização dos cortes no microscópio de imunofluorescência, com o 

uso do filtro vermelho, foi possível identificar, nos membros tratados, diversos 

pontos luminosos em vermelho com um fundo negro, sendo estas definidas 

como células marcadas com nanocristal Qtracker 655 (Figura 11). Foram em 

média visualizados três pontos por corte, porém, em alguns cortes, um grande 

número de pontos foi observado, com até 20 focos de fluorescência. No 

entanto, o animal 4 apresentou raros pontos de emissão de luminosidade. Nos 

membros utilizados como controle, os cortes, na visualização com filtro 

vermelho, não apresentaram nenhum ponto fluorescente em nenhum dos 

cortes de todos os animais. Apenas dois dos animais, em um dos cortes 

histológicos de cada, apresentaram raros pontos fluorescentes à avaliação em 

filtro vermelho (Figura 10), o que não foi considerado migração celular das 

CTMs marcadas com nanocristal ao local lesado no membro contralateral, não 

ocorrendo esta migração celular para o local avaliado do TFDS no membro 

contralateral ao tratado. 

As lâminas contendo os cortes, foram reavaliadas após 24 horas. As 

amostras continuaram a apresentar sinais fluorescentes, o que mostra que a 

   

FIGURA 9: Histopatológico da lesão aos 14 dias, grupo controle (GB). Observa-se 
aumento da celularidade, como também perda da organização tecidual (aumentos 
de 100X e 200X). 
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emissão de sinais permanece presente sob estas condições por um período de 

até 24 horas após o corte. 
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FIGURA 10: Membro do grupo controle (GB), em  

microscopia simples, fluorescência com filtro azul  

e vermelho  (aumento 200X). 
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FIGURA 11: Membro do grupo tratado apresentando células marcadas com nanocristal 
Qtracker 655 (pontos vermelhos). Imagens de cima para baixo: coloração HE, 
microscopia simples, fluorescência filtro azul e fluorescência filtro vermelho. Aumentos 
de 200X e 400X. 
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5.7 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR PRÉ E PÓS 
MARCAÇÂO COM NANOCRISTAIS QTRACKER 655 

 
A avaliação da viabilidade celular foi realizada pela exclusão do Azul de 

Trypan (Figura 12). A viabilidade inicial, das células em cultivo previamente à 

sua incubação com o nanocristal, foi de 87%. A contagem realizada no 

momento imediatamente após a incubação das células com o nanomarcador 

Qtracker 655, apresentou como viabilidade celular o valor de 80% de células 

viáveis.  

Após o período de 24 horas da marcação inicial, com as células 

mantidas em cultivo, a viabilidade celular foi de 83%. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5.8 CONTROLES POSITIVO E NEGATIVO DAS CÉLULAS 

MARCADAS NO TECIDO TENDÍNEO 
 
O tecido tendíneo normal é auto-fluorescente, facilmente visualizado no 

filtro azul, inclusive o alinhamento das fibras e organização tecidual. Já no filtro 

vermelho, alguns dos tenócitos também emitem uma fluorescência própria 

(Figura 13), sendo observados na mesma cor dos filtros ao qual estão sendo 

avaliados, mas sem um brilho tão intenso como o apresentado pelas células 

     

FIGURA 12: Contagem de viabilidade celular em câmara  
de Neubauer. A célula corada em azul está morta,  
enquanto as células claras estão viáveis. 
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marcadas com nanocristais. São visualizadas células alongadas, finas e 

alinhadas longitudinalmente. Este foi considerado controle negativo para as 

células com fluorescência, já que a intensidade do brilho e a forma de 

visualização da emissão do tecido normal e das células quando marcadas 

podem ser comparados e diferenciados.  

Como controle positivo, foi utilizado o tecido sadio acrescido de células 

marcadas. Após ser congelado, o tecido apresentou um grande número de 

pontos com alta intensidade de fluorescência (Figura 14), avaliados no filtro 

vermelho. A região em que foi introduzida a agulha dilacerou parte do tecido, o 

que fez com que se perdesse o padrão de alinhamento e organização tecidual, 

mas as células marcadas foram facilmente identificadas na região ao redor do 

ponto de injeção. Estas fluorescências continuaram a ser observadas no 

material após serem mantidos a uma temperatura de -20°C durante 24 horas.  
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FIGURA 13: Tendão sadio observado ao microscópio 
comum, na fluorescência filtro azul e fluorescência filtro 
vermelho (200X). 
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FIGURA 14: Controle positivo. Tendão sadio 
injetado com CTM marcadas com nanocristal e 
imediatamente visualizadas em microscopia 
comum, fluorescência filtro azul e filtro vermelho. As 
células marcadas são visualizadas como emissões 
fluorescentes na cor vermelha (200X). 
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6. DISCUSSÃO 

 

A introdução das terapias com células tronco permite aos Médicos 

Veterinários uma oportunidade de melhorar os tratamentos aos animais. A 

terapia celular oferece soluções em potencial para uma variedade de doenças 

crônicas para as quais tratamentos farmacológicos convencionais e 

abordagens cirúrgicas não são eficazes (CLEGG E PINCHBECK, 2011). As 

lesões do tendão flexor digital superficial são um exemplo onde o 

desenvolvimento e o estudo de novas opções terapêuticas são essenciais, já 

que os tratamentos até então pesquisados devem ser complementados, pois 

ainda temos que melhorar a eficácia destes, a fim de minimizarmos as 

recidivas e proporcionarmos o restabelecimento morfo-funcional incompleto 

(VAUGHAN et al., 1985). A compreensão da dinâmica das CTMs após o 

implante intratendíneo permanece pouco claro, e a visualização destas células 

no tecido-alvo, conforme descrito pelo presente trabalho, irá auxiliar no melhor 

entendimento da real eficácia deste tipo de tratamento. 

 A técnica de punção de medula óssea em esterno de equinos em 

estação, como descrita por Smith (2003) e utilizada por Barreira et al. (2008) se 

mostrou viável, apesar do desconforto e risco para a pessoa que coleta a 

amostra, sendo necessária certa força para correta colocação da agulha no 

local exato  de sua penetração. Barreira (2005), assim como Taylor e Clegg 

(2011) localizaram a posição das esternebras com auxílio de US anteriormente 

à colocação da agulha. Porém, após adequado treinamento da pessoa 

responsável pela punção, esta localização se torna mais fácil, com palpação da 

crista do esterno, e identificação das esternebras. A quinta esternebra se 

localiza caudal à articulação do cotovelo, com o animal em posição 

quadrupedal. Conforme descrito por Taylor e Clegg (2011), foi realizada 

pequena inicisão de pele com bisturi antes do posicionamento da agulha, 

modelo Jamshidi, para então atingir a cortical do osso. A agulha utilizada no 

presente estudo, modelo Komiyashiki, atravessou facilmente a pele, não 

necessitando de incisão na pele, já que possui a ponta trifacetada. O volume 

de heparina também variou se comparado ao utilizado pelos citados autores. 

Estes se utilizaram de um volume total de 5000 UI de heparina, valor 
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significativamente maior, pois a coleta por nós realizada se utilizou de  apenas 

1 mL de heparina, na concentração de 1000 UI/mL, e não obtivemos nenhuma 

coagulação das amostras. O acréscimo de 2 mL de PBS na seringa de coleta 

não foi descrita anteriormente por nenhum destes autores, mas tem seu uso 

justificado por sua função de proteção das células do momento após a coleta 

até o seu processamento (ALVES et al., 2009). A coleta de MO pode também 

ser realizada na tuberosidade coxal dos equinos, conforme técnica descrita por 

Taylor e Clegg (2011), no entanto, apesar de uma localização mais confortável 

para a pessoa que realiza a coleta, apresenta desvantagens quanto a 

espessura cortical e dificuldade de penetração da agulha no osso.  

A separação mononuclear por gradiente de densidade permite sua 

separação destas células das células vermelhas, granulócitos, plaquetas e das 

células precursoras imaturas. As células mononucleares tem densidade de 

1,073g/dL, desta forma são comumente isoladas em um anel de gradiente de 

densidade com uso de Ficoll 1,077g/dL, após a centrifugação (Taylor e Clegg, 

2011). Muitos laboratórios utilizam ficoll com densidade 1,073 g/dL, no entanto, 

observamos  que o uso do histopaque® 1077 (densidade1,077 g/dL) forma um 

halo esbranquiçado, semelhante a uma “névoa”, que contém as células 

mononucleares. A formação deste halo facilita visualização da porção a ser 

retirada e lavada para plaqueamento e cultura das CTMs. A mesma densidade 

do ficoll foi utilizado por Barreira (2005) e Oliveira (2008). Segundo Bourzac e 

colaboradores (2010), um maior número de células foi obtida após 14 dias de 

cultivo de células provenientes de MO com o uso de Percoll na fase de 

separação da fração mononuclear por gradiente de densidade.  

O tempo para aderência e crescimento inicial do cultivo da células tronco 

mesenquimais até atingirem confluência ao redor de 80% foi de 14 a 20 dias, 

semelhante ao obtido por Schnabel et al. (2009), porém mais tardio que o 

apresentado por Kisiday et al. (2008). A dinâmica de crescimento das células 

em cultura nos diferentes animais pode ser alterada nos animais de idade 

avançada ou quando o material contém um pequeno número de células tronco, 

retardando a formação de colônias (COLLEONI et al., 2009). A correta 

manipulação das amostras e materiais e meios utilizados evita as indesejáveis 

contaminações. 
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A lesão de ocorrência natural se manifesta na região central do tendão, 

definido como core lesion, formando um arcabouço natural para implantação 

das células e, no momento deste implante celular, está preenchido com tecido 

de granulação altamente vascularizado, providenciando aporte nutricional a 

estas células, o ambiente mecânico e as citocinas locais, fatores importantes 

para a diferenciação celular, são fornecidos pelo tecido tendíneo associado às 

células tronco implantadas, o que tem mostrado ter um efeito anabólico 

significativo nas culturas de células tendíneas e ligamentares de equinos 

(SCHNABEL et al., 2009). As lesões produzidas foram localizadas não 

exatamente no centro da lesão, mas ligeiramente superficial, facilitando no 

momento da biópsia. Aos sete dias após a indução da lesão, momento em que 

se realizou o implante celular, as lesões foram observadas através de 

avaliação ultrassonográfica, similar ao resultado obtido por Guest e 

colaboradores (2008), no entanto ainda possuiu bordas ligeiramente indefinidas 

e com contorno irregular.  

Um número ideal de células não foi estipulado, porém  Alves e 

colaboradores (2011) sugerem que seja injetado um número mínimo de 107 

células no local de lesão tendínea. No presente estudo, foram implantadas o 

número máximo de células conseguidas nos cultivos, de forma a facilitar sua 

visualização no tecido tendíneo, porém sem ultrapassar o período inicial da 

formação da lesão. Assim, o número de CTM injetadas no local da lesão sofreu 

variação entre os animais utilizados. De maneira semelhante ocorreu na 

pesquisa desenvolvida por Godwin e colaboradores (2011) entre os diversos 

animais tratados devido a uma série de fatores, principalmente ao que se refere 

às técnicas laboratoriais e problemas encontrados em alguns cultivos. Neste 

experimento, foi observado que um maior número de CTM foi necessário 

quando as lesões encontradas eram grandes. Porém, não houve diferença 

estatística no índice de recidivas quando relacionado ao número de células 

injetadas nas lesões tendíneas de ocorrência natural.  

O número de, em média, 2 milhões de células implantadas foi inferior ao 

número utilizado por Godwin e colaboradores (2011), que foi de 5 X 106, 

acrescido de 1 mL de sobrenadante de medula óssea; no entanto, maior que o 

que foi injetado por Guest e colaboradores, que foi de 1 X 106 células em 0,5 

mL de sobrenadante de MO. O uso de sobrenadante teve como objetivo, 
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nestes casos, de manter a viabilidade celular e de acrescentar à terapia fatores 

de crescimento presentes no soro do sangue medular. No caso desta pesquisa, 

as células foram ressuspensas em 0,5 ml de PBS apenas para manter a 

viabilidade das células para transporte, e em pequeno volume para não alterar 

o tamanho da lesão. Esta quantidade de células para o tratamento de lesões 

clínicas pode variar de 10 X 106 a 50 X 106, caso a lesão seja muito extensa 

(ALVES et al., 2011).  

Os nanocristais, ou Quantun Dots (QD), são considerados adequados 

para a visualização das células tronco devido a sua fotoestabilidade e 

longevidade. São considerados atóxicos, e de fácil visualização em 

microscopia de fluorescência, devido ao seu comprimento de onda ser maior 

(655 nanômetros), sendo esta a razão pela qual se optou por utilizar o 

nanocristal Qtracker 655. Também permitem que sejam realizados estudos da 

dinâmica celular durante a diferenciação das CTM (KAUR e SONGHAL, 2011). 

A marcação celular através da fluorescência é crucial para que se realize sua 

visualização em tempo real das CTM in vivo (CHANG et al., 2008). Os atrativos 

dessa tecnologia são a simplicidade da marcação e a fácil e indiscutível 

detecção do sinal fluorescente emitido, que não se confunde com a 

autofluorescência característica do tecido cardíaco (OLIVEIRA et al, 2009), 

como também do tecido tendíneo, foco do presente estudo. 

Outros tipos de marcadores celulares estudados têm apresentado 

efeitos indesejados, sendo exemplo os nanotubos de carbono, que 

apresentaram aumento da apoptose celular (ZHU et al., 2007), e o Cell Tracker 

Dil, que reduziu o número de células viáveis assim como a velocidade de 

divisão celular (WEIR et al., 2008).  

Um baixo número de células injetadas dificulta a identificação celular no 

tecido proveniente da biópsia. Desta forma, mesmo não sendo o objetivo do 

trabalho tratar a lesão tendínea, observamos que quanto maior for o número de 

células marcadas injetadas, maiores são as chances de sua identificação na 

microscopia de fluorescência. Outro ponto a ser considerado em culturas 

celulares é que quando ocorre baixa densidade na cultura inicial de CTMs, as 

células não proliferam imediatamente, e exigem muito tempo para se 

desenvolver em colônias (LUCCARDINI et al., 2007). Desta forma, algumas 



41 
 

 

culturas podem levar mais de 3-4 semanas para atingir um número adequado 

de tratamento, período maior do que o realizado pela presente pesquisa. 

As células, quando marcadas em cultivo, apresentaram forte marcação, 

com milhares de sinais fluorescentes por toda a placa. A fração total de células 

mononucleares pesquisada por Olsson (2009), provenientes a medula óssea 

também foi observada com um pronunciado efeito imunofluorescente no botão 

celular, permitindo a confirmação da presença de CTM antes da aplicação no 

tecido desejado. Esta confirmação foi possível ao se observar pontos quânticos 

coloidais nanocristais nas células mononucleares de medula óssea na 

avaliação pré-implante intratendíneo. Neste caso, entretanto, nas análises das 

biópsias dos tendões, conseguiu-se obter fluorescência em um número 

pequeno de amostras nos sétimo, quatorze e trinta dias de análise, 

apresentando ao redor de 30% de análises positivas (OLSSON, 2009).  

Sem serem encontradas complicações para realização das biópsias, a 

técnica anestésica se mostrou adequada e os animais não apresentaram 

intercorrência no pós-cirúrgico, sendo o tratamento instituído com 

antinflamatórios adequado para conforto dos animais. Os achados 

histopatológicos confirmam a fase inicial de reparação da tendinite. Durante 

esta fase, a congestão e acúmulo de fluidos no local promovem isquemia e 

necrose de tenócitos. A extensão da necrose está relacionada ao grau de 

comprometimento vascular (SHAMA e MAFFULLI, 2006). Em resposta à lesão 

tecidual, tem início uma resposta inflamatória intensa, com hemorragia e 

edema intratendíneo, e a infiltração de macrófagos e polimorfonucleares, para 

remoção de tecido necrótico e deposição de fibrinas (STASHAK, 2002), de 

acordo com o encontrado no presente estudo. 

Não houve diferença na aparência histológica entre os membros 

tratados com CTM e os membros controle. Ambos apresentaram alteração no 

alinhamento das fibras, áreas de edema e ausência de fibras colágenas, e, 

principalmente, aumento na celularidade. Este resultado pode ser reflexo do 

curto período para avaliação (BARREIRA et al., 2008), e um intervalo de tempo 

maior se faz necessário para que se possa realizar uma adequada comparação 

e avaliação do tecido neoformado e para se confirmar qual é o real efeito do 

implante de CTM na reparação tendínea (OLIVEIRA, 2008).  



42 
 

 

Warfvinge e colaboradores (2005) e Klassen e colaboradores (2007), em 

trabalho utilizando porcos, observaram que as células podem sobreviver por 

até cinco semanas após o transplante. Dentro de um período mais curto, a 

presente pesquisa confirma a possibilidade de visualização das CTM marcadas 

com nanomarcadores quando se avalia o tecido alvo sete dias após implante.  

Stewart e Stewart (2011) citam que a marcação de CTM implantadas em 

cartilagem e tendão lesados não permanecem no local da lesão. Quintavella e 

colaboradores (2009) documentaram extensa saída de CTM implantadas no 

defeito da cartilagem articular entre sete e quatorze dias após a injeção, e o 

rastreamento de células marcadas e implantadas em modelos experimentais 

de tendinites em equinos não é mais possível após 4 a 6 semanas (GUEST et 

al., 2010; STEWART e STEWART, 2011). A presente pesquisa comprovou que 

as células podem permanecer no tendão lesado por um período de até sete 

dias, comprovado através da visualização de sua fluorescência após marcação 

com QDs. Demonstrou-se, in vivo, que as células implantadas sobrevivem no 

interior do tendão em um número relativamente pequeno, por mais de 4 

semanas (GUEST et al., 2008; ALVES et al., 2011), concordando com o 

período aqui apresentado. Murphy e colaboradores (2003) descreveram uma 

regeneração expressiva de menisco em caprinos, quando as células marcadas 

eram evidentes no interior da superfície do tecido meniscal regenerado, porém 

a maior parte do tecido neoformado era constituído por células locais. Desta 

forma, acreditou-se que o maior efeito terapêutico das CTMs pode ser atingido 

mesmo sem um grande número de células implantadas, e que as células não 

tenham sua principal função se diferenciar no tecido alvo, mas sim se 

diferenciar em células endoteliais ou aumentar a sobrevivência da população 

intrínseca de células, por exemplo (STEWART e STEWART, 2011). Não foi 

possível pelo presente estudo afirmar se as células se diferenciam ou tem 

apenas efeito parácrino, devido ao curto período de avaliação. Rosen e 

colaboradores (2007) observaram que, após 8 semanas de implante em infarto 

do miocárdio, as células marcadas com QD foram claramente e fortemente 

visualizadas no local da lesão, ainda que algumas destas células tivessem 

desenvolvido fenótipo endotelial, e outras células se diferenciassem em 

cardiomiócitos. 
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Apesar de terem sido implantadas cerca de 2 milhões de CTMs 

marcadas, um número reduzido de sinais fluorescentes foi visualizado por corte 

histológico. Um fator que pode ter afetado esta visualização foi a manutenção 

das amostras dos tendões biopsiados em nitrogênio líquido por um período de 

1 mês. Rosen e colaboradores (2007), de forma semelhante, congelaram o 

material após a sua coleta, porém em temperatura a -20°C; Realizados os 

cortes histológicos, o material foi novamente armazenado à mesma 

temperatura, e estes procedimentos não impediram a visualização fluorescente 

das amostras. Procedimento de congelação do tecido tendíneo em nitrogênio 

foi realizado por Guest e colaboradores (2008), após implante celular, mas se 

utilizando como marcador o GFP.  

A metodologia de avaliação do material tendíneo e ósseo proveniente de 

biópsias realizado por Olsson (2009) e Salbego (2010), utilizando-se 

nanocristais como marcadores, descreveram que a observação do material 

obtido foi feita imediatamente após a sua coleta. Nestas pesquisas, foram 

realizados imprint das amostras coletadas. Mesmo realizadas em um curto 

período após a obtenção do material, não houve melhora na observação de 

fluorescência emitida pelas células marcadas se comparadas ao presente 

estudo, no qual mesmo após o período de um mês de congelamento em 

nitrogênio, um pequeno número de sinais fluorescentes foi observado. A 

fluorescência emitida é fotoestável, possibilitando a sua observação por horas 

em tecidos marcados e podendo ser arquivados permanentemente (PARAK et 

al., 2005). Segundo Donaldson e colaboradores (2007), nanocristais 

fluorescentes podem ser localizados por pelo menos quatro gerações celulares, 

e algumas permanecem marcadas por até duas semanas. 

A redução na visualização do número de células marcadas com 

nanocristais após o implante pode ter ocorrido, primeiramente, à morte celular 

após a injeção intratendínea, seja por encontrar um local ainda inflamado e 

com áreas de necrose; migração celular à região peritendínea; ou ainda 

migração destas células a locais distantes e não estudados na presente 

pesquisa, como exemplo o tecido pulmonar. 

As amostras, 24 horas após o corte, continuaram a apresentar sinais 

fluorescentes, semelhante ao descrito por Guest e colaboradores (2008), 

porém estes se utilizaram do marcador GFP, diferente do nanocristal utilizado. 
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Dado semelhante foi citado por Oliveira e colaboradores (2009), que 

descreveram que a marcação intracelular com Qdots pode ser observada ao 

microscópio de fluorescência por mais de 50 dias. 

A maioria das CTM marcadas foi visualizada no local da lesão, o que 

indica que permaneceram próximo à região ao qual foram implantadas. No 

entanto, algumas células puderam ser identificadas no tecido íntegro ao redor, 

o que mostra que alguma migração pode ocorrer. O tamanho da biópsia 

permitiu que se avaliasse a ocorrência de migração das CTM da área lesada 

para o tecido sadio dentro do período de sete dias.  

Em estudo desenvolvido por Burns e colaboradores (2006), os autores 

relataram que no momento do transplante, muitas células transplantadas 

morreram (por diferenças no microambiente ou por agressões físicas), e 

liberaram a substância química que estava sendo usada na sua marcação (no 

caso, o DAPI, que possui sua captação ativa pela célula em cultivo). Essa 

substância, livre no micro-ambiente hospedeiro, é ativamente captada pelas 

células residentes neste local. Este evento, que ocorre in vivo, demonstra uma 

importante limitação de experimentos que utilizam tais corantes como 

marcadores, já que células normalmente residentes no tecido podem se tornar 

marcadas e sendo assim, confundidas com células transplantadas, o que 

caracterizaria um falso positivo (BURNS et al., 2006). Comprovando este fato, 

Costa (2009) realizou uma dupla marcação das CTM: o núcleo foi marcado 

com DAPI e o citoplasma foi marcado com Qdot, que não pode ser transferido 

de uma célula para outra. Após um período de duas semanas, se observou que 

as células coradas pelo QuantumDot (no caso, de coloração rosa) haviam 

migrado em direção à lesão, mas um número muito maior de células estava 

corado em azul (DAPI), o que confirma a difusão do DAPI para células 

adjacentes. O presente estudo confirmou a presença de células no local da 

lesão, e aquelas encontradas no tecido íntegro próximo ao local da lesão foram 

consideradas CTM que migraram, já que o nanocristal não se difunde às 

células adjacentes. 

Com os atrativos da técnica por nanomarcadores, Oliveira e 

colaboradores (2009) obtiveram sucesso na identificação de CT mesenquimais 

in vivo, utilizando este mesmo marcador, sendo estas células transplantadas 

em infartos de miocárdio experimental em suínos. A técnica desenvolvida 
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permitiu o rastreamento das células e o estudo da migração com 

fotodegradação reduzida em longo prazo, confirmando que uma pequena 

parcela das CTMs injetadas migra para o tecido adjacente.  

Seguindo as recomendações de Oliveira et al. (2010), Salbego (2010) 

detectou fluorescência em 100% das análises que fez em enxerto ou implante 

homólogo, na correção de defeito ósseo segmentar femoral em cães, 

associado à inoculação da fração total de células mononucleares da medula 

óssea, porém com diferentes graus de intensidade. Os resultados obtidos neste 

experimento foram similares àqueles concluídos por Oliveira et al. (2010) e 

Olsson (2009), na marcação da fração de células com o mesmo marcador. 

Estes pesquisadores concluíram que é possível o uso de marcadores 

fluorescentes nanocristais quantum dots para rastrear o destino das células 

implantadas em tecidos com diversos graus de vascularização sem 

comprometer a viabilidade celular e o potencial de diferenciação. Em outros 

tecidos que também tem fluorescência própria, como o tecido cardíaco, as 

CTM foram claramente visualizadas em locais de infarto, conforme descrito por 

Oliveira e colaboradores (2009). De maneira semelhante, a presente pesquisa 

observou um pequeno número de células no local da lesão, contadas como 

pontos fluorescentes na avaliação com filtro vermelho na microscopia de 

fluorescência. No entanto, as CTMs marcadas com nanocristais não foram 

visualizadas na região de lesão tendínea do membro contralateral, nos 

mostrando que não houve migração celular para esta localidade, seja pela 

longa distância que estas células deveriam percorrer até atingirem o foco da 

lesão, e assim serem fixadas em outros locais do organismo, como o pulmão, 

que apresenta uma importante região para a qual as CTMs apresentam 

migração (BARBASH et al., 2003), ou devido à baixa vascularização do tecido 

tendíneo, dificultando o aporte destas células ao TFDS contralateral.  

Em geral, nas pesquisas desenvolvidas em tendinites experimentais ou 

de ocorrência natural, apenas um dos membros é tratado. No entanto, sabe-se 

que muitas das alterações ocorridas nos tendões, que culminam no 

desenvolvimento da tendinite, estão presentes bilateralmente, predispondo o 

tendão contralateral ao tratado a desenvolver tendinite subseqüente quando o 

animal retorna ao trabalho (SMITH et al., 2002). Alguns experimentos com 

tendinites induzidas com o uso de colagenase utilizaram um membro tratado e 
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o contralateral como controle (OLIVEIRA, 2008; CARVALHO, 2009). Nestes 

casos, havia a dúvida de que as células implantadas intralesionalmente 

migrassem para o outro membro, devido ao potencial de atração que as 

regiões inflamadas exibem sobre as células tronco. Esta migração não foi 

observada pelo presente experimento, já que as lesões dos TFDS dos 

membros torácicos não tratados não apresentaram nenhuma emissão de sinais 

fluorescentes, ao contrário das lesões com implante celular. Células tronco 

provenientes do tecido tendíneo foram utilizadas no tratamento de tendinites 

induzidas em equinos por Alves e colaboradores (2011), e o membro 

contralateral, também apresentando lesão, permaneceu como controle 

recebendo apenas solução salina. Na avaliação histológica, o tendão tratado 

apresentou matriz extracelular mais organizada, assemelhando-se ao tendão 

normal do que o contralateral. 

Estes mesmos autores identificaram as CTMs provenientes do tendão, e 

marcadas com Dil (1,1`-dioctadectl-3,3,3`3`-testramethylindocarbocyanine 

perchlorate), localizadas próximo ao local de injeção, no período de uma 

semana, e que em duas semanas ocorreu sua migração para o interior da 

lesão. A migração celular do local da lesão para tecidos adjacentes foi mínima. 

Olsson (2009) descreve não ocorrer alteração da viabilidade das células 

no botão celular antes do implante tecidual quando marcadas com o mesmo 

nanocristal, dado semelhante ao apresentado pelas células em cultivo na 

presente pesquisa. A viabilidade obtida previamente à marcação celular foi de 

87%, valor numericamente superior àquele encontrado após a sua incubação 

com o nanocristal Qtracker 655, que foi de 80%. Este valor se que se manteve 

ao final de um período de 24 horas de marcação (83%). A diferença de 

viabilidade inicial e após a marcação pode ocorrer devido à manipulação 

celular durante a marcação, tripsinização das células, número de lavados, 

velocidade e tempo de centrifugação, e agitação sofridos durante o processo.   

A viabilidade celular após a sua marcação com nanocristais apresentou 

valor semelhante as descritas em estudos in vitro (INVITROGEN, 2008). O 

período de 24 horas pós marcação das células tronco mesenquimais, e 

mantidas em cultivo, mostrou que sua viabilidade se mantém ao redor de 80%, 

concordando com Oliveira e colaboradores (2009), que pesquisaram in vitro o 

mesmo marcador durante 12 dias, e observaram que as células se 
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comportavam em cultivo da mesma forma que as não marcadas, porém, 

obtendo resultado de viabilidade mais alto (98,1% células não marcadas e 

97,9% nas marcadas). Dado semelhante foi encontrado por Xiao e 

colaboradores (2010), que não observaram queda da viabilidade celular após 

72 horas de marcação com nanocristal, e por Ranjbarvaziri e colaboradores 

(2011), que se utilizaram da mesma concentração de 10 nM, semelhante ao 

realizado nesta pesquisa, e não detectaram alteração na viabilidade celular, 

concluindo que os nanocristais não possuem efeito deletério no funcionamento 

das CTM. Segundo Chang e colaboradores (2008), não existe relação com a 

viabilidade celular e a dose de nanocristais Qdots utilizada para a marcação. 

Porém, os QDs pesquisados por Muller-Borer e colaboradores (2007) 

apresentaram efeito tóxico, com aumento da apoptose celular, quando utilizado 

em altas doses (o dobro do recomendado pelo fabricante), e sugeriram ainda 

que as células quando marcadas devem ser utilizadas dentro de um prazo de 

24 horas.  

A fluorescência do tecido tendíneo, apesar de ter sido citada 

anteriormente por alguns autores (GUEST et al., 2008; YAO et al., 2011), não 

foi avaliada quanto a sua fluorescência em diferentes filtros, nem observada 

após imediata injeção de CTMs quando marcadas. Neste estudo, se conseguiu 

caracterizar e diferenciar a fluorescência normal do tecido, nos filtros azul e 

vermelho, daquela fluorescência apresentada pelas células incubadas com 

nanocristais, reduzindo futuros problemas na interpretação de resultados 

durante a avaliação tecidual tendínea.  

Na presente pesquisa também pôde ser observado que o tendão lesado 

perde sua autofluorescência. Este tecido sadio, observado no filtro azul, é 

facilmente identificado, sendo visualizados tanto o alinhamento das fibras 

colágenas como também os tenócitos. No filtro vermelho, observa-se a 

fluorescência de diversos tenócitos, como imagens delgadas e alongadas 

longitudinalmente. Assim, definindo-se como controle negativo de lesão e 

ausência de CTM marcadas. O tendão que possui lesão perde esta 

regularidade e alinhamento das fibras, sendo assim a fluorescência fracamente 

visualizada, com baixa intensidade de coloração e brilho mais fracos. A 

presença de edema intratendíneo, que não possui fluorescência, colabora com 

este achado. O comprimento de onda emitido pelo Qtracker 655 é de 
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exatamente 655nm, sendo que o intervalo de comprimento entre 640-660 nm 

emite luz na faixa vermelha (ROSEN et al., 2007). Isso faz com que o sinal 

captado seja QD-específico naqueles tendões sadios recém implatados com 

células marcadas, facilmente visualizadas e consideradas controle positivo pela 

pesquisa, apesar da perda da fluorescência tendínea causada pela destruição 

do tecido provocada pela agulha. Esta fácil visualização dos sinais emitidos 

pelas células marcadas é uma garantia de que a auto-fluorescência do corte 

histológico seja reduzida e não influencie na visualização da célula marcada 

(ROSEN et al., 2007). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

 

 

7. CONCLUSÕES 
 

- As CTM marcadas com o nanocristal Qtracker 655 não apresentaram 

queda em sua viabilidade, mesmo após um período de 24 horas, in vitro, 

demonstrando que este nanocristal não possui efeito tóxico às células, 

segundo avaliação realizada com corante Azul de Trypan. 

- As CTM marcadas com nanocristal foram observadas ao microscópio 

de fluorescência sete dias após o implante em lesões tendíneas de equinos. 

 - Não ocorreu migração das células marcadas com Qtracker 655 para a  

área lesada avaliada no TFDS do membro contralateral.  
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Uso de células mononucleares da medula óssea no tratamento de tendinites 

induzidas experimentalmente em equinos. 
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The use of mononuclear cells from bone marrow on the treatment of 

experimentally induced tendinitis in horses. 

Patricia G.G. Oliveira14, Ana Liz G. Alves2, Armando de M. Carvalho2, Carlos A. 

Hussni2, Marcos J. Watanabe2, Reneé L. Amorim15, Marcela M.P. Rodrigues3, Ligia S. 

Mota16 

Resumo - Foram induzidas lesões no tendão flexor digital superficial (TFDS) de ambos 

os membros anteriores de seis eqüinos, seguida de implante autólogo de células da 

fração mononuclear de medula óssea em apenas um membro de cada animal. Os 

animais foram avaliados por  parâmetros clínicos, ultrassonográficos, histopatológico e 

imunoistoquímico. Paralelamente, realizou-se o cultivo de novas amostras para a 

caracterização das células utilizando-se marcadores CD34 e CD45 por meio da 

citometria de fluxo, confirmando a presença de células mesenquimais na fração 

mononuclear. A caracterização das fibras colágenas tipo I e tipo III no tecido 

neoformado mostraram melhora na qualidade da cicatrização tendínea dos membros 

tratados. A terapia com implante autólogo das células da fração mononuclear melhorou 

a organização tecidual e a sua qualidade, apresentando uma maior expressão 

significativa para colágeno tipo I.  

Palavras-chave: eqüino, célula-tronco, fração mononuclear, medula óssea, tendão 

Abstract –The present study was developed inducing a lesion in the SDFT of both 

thoracic limbs of six horses followed by autologous implantation of mononuclear cells 
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from bone marrow in only one affect limb of each horse. The horses were evaluated by 

clinical and ultrasonographic exams, and by histopathologic and immunohistochemistry 

patterns. Concomitantly, new samples were cultivated and characterized using CD34 

and CD45 markers, proving the presence of mesenchymal cells in the mononuclear 

fraction. The characterization of collagen fibers type I and type III in the new tissue has 

showed an improvement in tendon healing in treated limbs. The therapy with 

autologous implant of the mononuclear fraction has improved tissue organization and its 

quality, having a significant higher expression of collagen type I.  

Key words: equine, stem cell, mononuclear fraction, bone marrow, tendon 

INTRODUÇÃO 

Lesões tendíneas e ligamentares afetando os tendões digitais (superficial e profundo) e o 

aparato suspensório são importantes causas de claudicação em cavalos atletas, 

resultando em queda de desempenho e possível afastamento do animal das pistas. Essas 

lesões se apresentam como ruptura parcial ou total das fibras tendíneas, geralmente 

afetando o tendão flexor digital superficial (TFDS) (Alves et al., 2001). Os quadros de 

tendinite possuem alta incidência, e necessitam de um longo período de reabilitação. Os 

atuais tratamentos são de baixa eficácia na modulação do tecido cicatricial, ocorrendo 

variações em sua força e resistência, resultando em uma função reduzida do novo tecido 

e o predispondo à recidivas. A utilização da ultrassonografia para a avaliação de 

estruturas tendo-ligamentares permite melhor definição do diagnóstico, caracterizando o 

tipo da lesão e da estrutura afetada, sendo possível instituir um prognóstico mais 

adequado (Alves et al., 2001). 

Estudos recentes vêm se concentrando no potencial terapêutico das células 

tronco (CT), verificando sua possibilidade de aplicação em enfermidades complexas, ou 

em lesões de difícil cicatrização. As células tronco mesenquimais possuem capacidade 
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de auto-replicação, além da habilidade de se diferenciar em fibroblastos, osteoblastos, 

condrócitos, tenócitos, adipócitos e miofibroblastos, de acordo com o estímulo local 

(Fortier e Smith, 2008). Essa diferenciação ocorre por toda a vida, tornando seu estudo 

particularmente interessante em lesões do sistema músculo-esquelético. 

Dentre as células mononucleares estão presentes as células tronco 

mesenquimais. O uso da fração mononuclear em tratamentos de lesões ortopédicas 

possui a vantagem de permitir a realização do implante no momento do diagnóstico, 

com menor tempo de preparo das células e custo reduzido, e ainda aumenta a 

concentração de células tronco mesenquimais para o implante direto após a coleta de 

medula óssea quando comparado ao uso da medula óssea total (Barreira et al., 2008). 

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a qualidade da cicatrização tendínea nos 

membros tratados de equinos com implante de células mononucleares provenientes da 

medula óssea,  poe meio do acompanhamento clínico e ultrassonográfico, e avaliar as 

características morfológicas do tecido  neoformado.  

MATERIAL E MÉTODOS 

A pesquisa foi aprovada pela Câmara de Ética em Experimentação Animal (número 

18/2006). Foram utilizados seis equinos, distribuídos em dois grupos para formar seis 

membros em cada grupo, e receber os tratamentos, após indução de tendinite pela 

aplicação de colagenase. Os animais, entre dois e três anos, quatro fêmeas e dois 

machos, da raça Árabe, foram mantidos em Hospital Veterinário Escola.  

 No dia zero do experimento, induziu-se a lesão no tendão flexor digital 

superficial (TFDS) de ambos os membros torácicos Poe meio de injeção intratendínea 

de colagenase tipo I (1ml; 2,5mg/ml - Sigma-Aldrich C-0130). Após a indução, os 

animais foram tratados com fenilbutazona (2,2mg/kg), IV, uma vez ao dia durante sete 

dias. Os tendões lesados foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos: os do GT 
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foram tratados e os do GC usados como controle. Ao 12º dia do experimento, os 

equinos do GT receberam o implante das células da fração mononuclear. Os animais 

foram submetidos ao esquema de atividade física crescente após a indução da lesão, 

composta por caminhadas diárias, como apresentado a seguir: do 15º ao 45º dia, andar 

ao passo, por 15 minutos, uma vez ao dia; do 46º ao 60º dia, andar ao passo, por 15 

minutos, duas vezes ao dia; do 61º ao 90º dia, andar ao passo, por 30 minutos, uma vez 

ao dia; do 91º ao 120º dia, andar ao passo, por 30 minutos, duas vezes ao dia. Aos 120 

dias, todos os membros anteriores foram submetidos à biópsia de fragmento dos tendões 

flexores digitais superficiais. 

Para a coleta de sangue da medula óssea realizaram-se sedação e bloqueio 

anestésico local em região das esternebras e introdução de agulha Komiyashiki 11G,  no 

interior da medula óssea da quinta esternebra. Com auxílio de uma seringa de 20 mL 

contendo 1 mL de heparina, coletou-se o material. O volume total coletado foi, em 

média, de 15-20 mL de sangue. O sangue foi imediatamente homogeneizado, 

acondicionado em caixa térmica e encaminhado ao Departamento de Genética e 

Citogenética Animal. 

O sangue foi inicialmente filtrado em equipo de transfusão, lavado com solução 

salina tamponada com fosfato Dulbecco´s PBS (DPBS) e depositados em  Histopaque 

(d=1,0770) . Os tubos foram centrífugados para  separação dos constituintes do sangue 

por gradiente de densidade. Após a centrifugação, formou-se um halo esbranquiçado no 

meio do tudo contendo as células mononucleares que foi separado e lavado com DPBS. 

Seguiu-se à contagem das células e ao teste de viabilidade celular por exclusão do azul 

de tripan 0,2%. Para o implante, o material foi ressuspenso em 0,5mL de soro autólogo 

recém coletado. Os membros que compunham o GT receberam injeção intratendínea de 
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células mononucleares de medula óssea e os membros do GC receberam injeção de 

0,5mL de solução salina 0,9%.  

Os animais foram acompanhados por meio de exames físicos e 

ultrassonográficos desde o dia 0 até o 120º dia, quando foi realizada biópsia tendínea 

para verificação das características histológicas e imunoistoquímicas. As características 

avaliadas ao exame físico foram grau de claudicação - escores de 0 a 5 -, presença de 

sensibilidade  e aumento de volume. Procedeu-se ainda ao exame ultrassonográfico dos 

animais nos dias 12 - momento 1 (M1), momento 30 (M2), momento 60 (M3), 

momento 90 (M4) e momento 120 (M5) -, para que fossem avaliados o tamanho do 

tendão e da lesão / o porcentual da área lesada no interior do tendão / o alinhamento de 

fibras e / a ecogenicidade, graduada de 0 a 4, da seguinte forma: 0 -  padrão normal 

(ecóico); 1 - queda de 25% do padrão ecóico (predominantemente ecóico); 2 - queda de 

50% do padrão ecóico; 3 - queda de 75% do padrão ecóico (predominantemente 

anecóico); 4 - queda de 100% do padrão ecóico (totalmente anecóico). 

Uma nova coleta foi feita um mês após o implante, para que fosse realizado o 

cultivo e a marcação celular com CD34 e CD45, confirmando a presença de células 

mesenquimais na amostra. Para tanto, após a separação da fração mononuclear, esta foi 

posta em garrafas de cultura e cultivadas por 10 a 15 dias até atingirem confluência 

80%. Após este período, as células presentes foram marcadas com anticorpos CD34 e 

CD45, conforme instruções do fabricante, e analisadas em citômetro de fluxo. 

Para a avaliação das alterações histológicas da reparação dos tendões lesados 

foram considerados: quantidade e características dos fibroblastos, presença de 

neovascularização, presença de fibras colágenas, aparência da matriz extracelular e seu 

arranjo, e também, o grau de organização tecidual. Para determinação da expressão dos 
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colágenos foi mensurado o porcentual de células marcadas, com auxílio do programa 

Leica QWin, por meio do processador de imagens binárias. 

Para as variáveis não-paramétricas, recorreu-se aos testes de Friedman e de 

Wilcoxon para amostras pareadas. Para as variáveis quantitativas contínuas utilizou-se a 

metodologia de análise de variância para medidas repetidas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A realização de biópsia tendínea permitiu a avaliação histopatológica, observando-se a 

organização tecidual, e imuoistoquímica, com a caracterização das fibras colágenas tipo 

I (presentes no tendão sadio) e tipo III (presentes no tecido cicatricial). 

O número médio de células obtidas, a viabilidade e o número de células viáveis 

totais foram, respectivamente: 42,92 X 106 ,  85,5% e 36,7 X 106 
 .  

O teste de viabilidade celular antes do implante celular realizado por Perin et al. 

(2004), resultou em  96% de viabilidade e o de Barreira (2008) 76%.  

O uso da fração mononuclear no tratamento de lesões ortopédicas em equinos 

tem a vantagem de poder ser realizada no momento do diagnóstico, com menor tempo 

de preparo das células e custos, no entanto, esta é uma mistura heterogênea de tipos 

celulares (Richardson et al., 2007). O cultivo das células provenientes da fração 

mononuclear confirmou a existência de células mesenquimais, sendo caracterizado pela 

capacidade de crescimento celular e sua aderência ao plástico. As células cultivadas 

apresentaram 12% de marcação para CD34 e 78% para CD45, ambos em primeira 

passagem. 

A hipoecogenicidade da lesão no exame ultrassonográfico auxiliou a sua 

visualização, facilitando a realização do implante em seu exato local. Ocorreu mudança 

na ecogenicidade da lesão logo após o momento do implante celular, o que se deve à 
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maior ecogenicidade produzida pela alta concentração celular, que a curto prazo pode 

ser considerada erroneamente uma melhora da lesão. 

Todas as características avaliadas ao exame físico avaliados mostraram melhora 

gradativa por todo o período. A claudicação e o aumento de temperatura local foram as 

primeiras características a regredir completamente ao primeiro mês, ao contrário do 

aumento de volume, que permaneceu leve até o momento da biópsia, em quatro 

animais. O grau de claudicação foi variável, a partir, em média do grau 2, em ambos os 

grupos.  

Quanto à atividade locomotora após a administração de colagenase, observou-se 

claudicação moderada, que não estava mais presente aos 35 dias. Estes dados 

assemelham-se aos de Foland et al. (1992), que relataram aparecimento imediato de 

claudicação moderada após aplicação de colagenase, e aos de Marxen et al. (2004), que 

observaram, após 24 horas da lesão, claudicação entre 2 e 3, que se reduziu 

gradualmente ate os 45 dias. A claudicação em grau moderado é um dos primeiros 

sinais a serem observados na clínica, quando o desenvolvimento da tendinite é 

resultante de esforço devido ao exercício, seguido de ruptura de fibras, o que, de forma 

similar, ocorre na indução da tendinite com o uso de colagenase. Esta claudicação 

inicia-se em grau moderado, torna-se leve em alguns dias e discreto ao redor de 30 dias, 

seja na clínica ou na tendinite experimental.    

O maior valor da lesão e sua maior porcentagem de comprometimento das fibras 

foi observada aos 30 dias (M2), reduzindo-se gradualmente com o passar do tempo. 

Apesar de a área da lesão do grupo tratado ter-se iniciado  com valor maior que o do 

grupo controle, este quadro inverteu-se no decorrer da pesquisa. A porcentagem de 

comprometimento de fibras, calculada pela relação entre a área lesada e área total do 

tendão, revelou-se semelhante à situação apresentada pela área da lesão. Ambas 
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atingiram o seu maior valor aos 30 dias, sendo os valores do grupo tratado maior que os 

do grupo controle, ocorrendo inversão do quadro aos 60 dias, com maior valor no grupo 

controle. A porcentagem de área lesada média foi significativamente menor ao 120º dia 

do que ao 12º (P=0,0003) e ao 30º dias (P<0,0001), em ambos os grupos. Ainda, a 

média da ecogenicidade da lesão inicial foi a mesma em ambos os grupos, com seu 

maior valor aos 30 dias. Para o GT ocorreu mudança significativa do escore de 

ecogenicidade ao longo do tempo (P<0,001), assim como para GC (P=0,003), e não 

houve diferença significativa entre os dois grupos, em todas as avaliações (P>0,05). A 

lesão tendínea continuou a se desenvolver até, aproximadamente, 21 dias em razão da 

ação da colagenase ou mesmo do edema produzido, que comprimia as células sadias ao 

seu redor, causando a morte celular de tenócitos. Este maior valor da lesão ocorreu até 

os 30 dias. O valor da ecogenicidade ao exame ultrassonográfico confirma esta 

continuidade de desenvolvimento da lesão até M2.  

Outro dado importante foi a porcentagem de redução do tamanho da lesão em 

relação à sua maior área (30 dias) nos diferentes momentos consecutivos, de forma a 

comparar a sua real progressão. Tanto em GT quanto em GC a porcentagem de redução 

da lesão aumentou à medida que a avaliação se afastou do 30º dia, e, adicionalmente, 

houve uma diferença significativa (P=0,0143) entre o porcentual de redução da lesão 

dos grupos tratado e controle, sempre maior no grupo tratado (Fig. 1). Isso comprova a 

eficiência das células mononucleares como tratamento de lesões tendíneas em eqüinos, 

com seu melhor preenchimento.   

Os resultados do exame ultrassonográfico demonstraram que os 120 dias de 

acompanhamento não foram suficientes para que as lesões atingissem a normalidade do 

padrão ecóico. Os valores de comprometimento das fibras foram, em média, de 40% no 

grupo tratado e 33% no grupo controle. Este achado assemelha-se ao observado por 
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Sutter (2007), que descreveu um aumento da área lesada aos 30 dias após a lesão, como 

resposta ao trauma. De maneira semelhante, lesões induzidas pela aplicação de 

colagenase foram mais severas ao redor dos 20 dias, conforme descrito por Marxen et 

al. (2004). Aos 120 dias, houve redução da porcentagem de área lesada, atingindo 

valores de 16% no grupo tratado e 11% no grupo controle, não sendo este um período 

suficiente para a completa cicatrização da lesão, resultado semelhante ao obtido por 

Alves et al. (2001). O valor da ecogenicidade máxima após a indução da lesão foi grau 

3,5 para os grupos tratado e controle. Lesões obtidas no presente experimento foram  

mais severas quanto à ecogenicidade que as observadas por Barreira et al. (2008), que 

obtiveram lesões de ecogenicidade grau 2,5. Aos 120 dias, a ecogenicidade apresentada 

foi grau 1 no GT e 1,3 em GC, mostrando que este tempo não foi suficiente para a 

normalização da ecogenicidade. Resultados descritos por Alves et al. (2001) aos 120 

dias após a lesão, mostraram que o grau de ecogenicidade variou de 1 a 2, semelhantes 

aos também observados por Marxen t al. (2004), aos 150 dias pós lesão. 

Os resultados obtidos na avaliação histológica realizada ao 120º dia após a 

indução da lesão mostraram que todos os animais apresentavam fibroplasia, de maneira 

semelhante aos relatos existentes na literatura (Goodship et al., 1994). Marxen et al. 

(2004) descreveram que, independentemente do tratamento aplicado à lesão tendínea, 

foram observados graus intensos de vascularização aos 150 dias, com grande número de 

vasos reciduais e recém formados por todo fragmento tendíneo.  

Silver et al. (1983) descreveram hipercelularidade aos 14 meses após a indução 

experimental da lesão tendínea, observando o alinhamento de fibras, porém ainda com 

anormalidades histológicas. Os fibroblastos nos equinos do  grupo tratado, ainda com 

alta celularidade, apresentaram núcleos mais alongados, e coloração da matriz mais 

forte que nos do grupo controle. No GT foram observadas fibras colágenas com maior 
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organização e alinhamento, porém ainda não semelhante ao tecido sadio. Os núcleos do 

fibroblastos encontravam-se alongados, porém a celularidade ainda foi alta se 

comparado à celularidade encontrada no tendão normal, em ambos os grupos. Os 

animais do GC apresentaram fibroblastos com núcleos mais arredondados e fibras com 

menor organização das fibras (Fig. 2).  

Quanto à presença de neovascularização, os equinos do GC apresentaram maior 

quantidade de pequenos vasos, sendo estes de parede mais espessa. Os vasos não foram 

identificados em grande número na maioria dos cortes histológicos, diferentemente do 

que foi identificado por Silver et al. (1983), e em equinos tratadas com 

glicosaminoglicanos polisulfatados, quando foi descrito uma vascularização em grande 

intensidade (Marxen et al., 2004). Marr et al. (1993) relataram que a diminuição da 

celularidade e da vascularização são indicativas de progressiva maturação do tecido de 

granulação, pois a deposição de colágeno exerce pressão mecânica sobre as delicadas 

paredes de capilares neoformados, levando à diminuição da vascularização.  

O efeito do tratamento com células da fração mononuclear de medula óssea, em 

especial das células precursoras mesenquimais, aplicadas às lesões tendíneas induzidas 

neste experimento, possibilitou melhor reparo tendíneo sob aspectos histológicos. Esta 

consideração está de acordo com dados divulgados por Herthel (2001), porém em 

resultados baseados nas análises clínica, ultrassonográfica e funcional das estruturas 

tendo-ligamentares. Barreira et al. (2008), ao avaliarem histologicamente lesões  

tratadas com células tronco mesenquimas contidas na fração mononuclear 48 dias após 

a sua indução, constataram redução da inflamação neste período. 

O protocolo de exercícios adotado promoveu estresse longitudinal das fibras 

tendíneas, sendo observada melhora na organização tecidual em ambos os grupos, 
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concordando com um período mínimo de 90 dias para avaliação da cicatrização, 

conforme descreveram Goodship (1994) e Alves et al. (2001). 

Para que se institua um tratamento com células mononucleares ou mesmo com 

células-tronco é necessário que se forme um tecido de granulação de suporte, que 

promova a adesão das células injetadas sem que haja fibrose substancial (Smith, 2004). 

Lesões centrais, com uma região hipoecóica, devem ser ainda visíveis, como as 

geralmente apresentadas nas tendinites do flexor digital superficial em equinos, e se 

preecherem rapidamente, no momento do implante (Fortier e Smith, 2008).   

Na avaliação imunoistoquímica, o anticorpo para colágeno tipo I mostrou 

marcação positiva de 46,9% no grupo tratado e de 36,5% no grupo controle. Essa 

diferenciação foi significativa (P=0,0313).  Este resultado sinaliza uma maior 

quantidade de colágeno do tipo I presente no grupo tratado que no grupo controle, sendo 

este tipo caracterizado como a principal  fibra constituinte do tendão sadio. Quanto ao 

colágeno tipo III, que identifica a fibra colágena existente no tecido cicatricial, este foi 

encontrado em 31,3% no GC e em 25,9% no GT, e esta diferença não foi significativa 

(P=0,312) (Fig. 3).  

Durante o processo cicatricial, a fase proliferativa inicial é marcada por um pico 

na expressão de colágeno tipo III. Posteriormente, na fase de organização, a fibra 

colágena do tipo III é substituída por fibra colágena tipo I (Matsumoto et al., 2002). Os 

resultados da imunoistoquímica revelaram maior quantidade de colágeno tipo I se 

comparada ao tipo III, resultando em melhor cicatrização. Porém, a quantidade de 

colágeno tipo III marcada ainda foi alta, representando a continuidade do processo de 

cicatrização. Observou-se diferença significativa na marcação para colágeno tipo I entre 

os grupos, maior no grupo tratado, porém não para colágeno tipo III. Crovace et al. 

(2007) descreveram a presença de colágeno tipo I maduro em animais tratados com 
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implantes de células da fração mononuclear e de células mesenquimais cultivadas, e que 

apresentavam arquitetura tendínea normal entre 16 e 21 semanas após a indução de 

lesão. O grupo placebo apresentou maior quantidade de colágeno tipo III e menor 

organização. Hankemeier et al. (2007) também verificaram melhora na qualidade do 

tecido cicatricial e de sua resistência pela razão apresentada entre colágeno tipo 

I:colágeno tipo III, ao avaliarem lesões ligamentares em humanos. Na análise 

bioquímica de lesões tendíneas não tratadas, foi caracterizado um alto nível de colágeno 

tipo III em relação ao colágeno tipo I, sendo mantida a quantidade total de colágeno 

(Birch et al., 1997). Nesse caso, a marcação para fibras colágenas do tipo I e III foi 

difusa. Satomi et al. (2008) descreveram a marcação via imunofluorescência para 

colágeno tipo I e III na tendinose em humanos com distribuição semelhante, sendo a 

fibra colágena tipo I marcada de forma discreta e difusa, como também para fibra 

colágena tipo III, porém mais proeminente. 

CONCLUSÕES 

1- A terapia celular tendínea com células mononucleares da medula óssea melhora a 

organização tecidual ao promover um maior alinhamento das fibras e maior porcentual 

de redução da área lesada. O tecido neoformado é de melhor qualidade quando tratado 

com células mononucleares, por apresentar uma maior expressão de fibras colágenas 

tipo I aos 120 dias de tratamento. 
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Fig. 1 - Perfis médios da porcentagem (%) de redução da lesão ao longo das avaliações dos 

grupos tratado (linha vermelha) e controle (linha preta). 
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Fig. 2. - Cortes histopatológicos aos 120 dias: (A) tendão tratado apresentando núcleos 

alongados e ondulações das fibras. HE, obj. 40; (B) tendão do grupo controle com 

núcleos mais arredondados, sem padrão de ondulações. HE, obj. 40;  

 

                 

      

Fig. 3. - Imunoistoquímica do tecido tendíneo tratado e controle aos 120 dias: (A) 

colágeno tipo I membro tratado. Obj. 40; (B) colágeno tipo I membro controle. Obj. 40; 

(C) colágeno tipo III membro tratado. Obj. 40; (D) colágeno tipo III membro controle. 

Obj. 40. 

A B 
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