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CARVALHO, A.M. Implante Autdlogo de células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo no tratamento de tendinites experimentais em equinos:
avaliacdo clinica, ultrassonografica, histopatolégica e imunoistoquimica.
Botucatu, 2009, 134p., dissertacdo de mestrado, UNESP, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.

RESUMO

A lesdo do tendao do musculo flexor digital superficial € uma importante
causa de claudicacdo em equinos atletas. Embora existam diversos
tratamentos descritos, poucos séo eficazes na melhora significativa da
qualidade da matriz extracelular. Com isso, ha um grande potencial de
desenvolvimento de recidivas, e em alguns casos até causar o término precoce
da carreira atlética do animal. Recentemente, diversos experimentos vém
focando no potencial terapéutico das células-tronco mesenquimais em casos
de lesbes de dificil cicatrizagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade
da cicatrizacdo tendinea de animais tratados com o implante autélogo das
células-tronco mesenquimais cultivadas derivadas do tecido adiposo, tendo
como foco a caracterizagdo das fibras colagenas tipo | e tipo I, via
imunoistoquimica, presentes no tecido cicatricial tendineo. Foi induzida leséo
do tendao flexor digital superficial (TFDS) de ambos os membros anteriores de
8 equinos, seguida de implante autélogo em apenas um membro de cada
animal. Os animais foram avaliados por parametros clinicos e
ultrassonograficos e apds bidpsia, realizada em dois diferentes momentos 60°
dia e no 150° dia do experimento, sendo verificadas caracteristicas histoldgicas
e imunoistoquimicas. A terapia com implante autélogo das células-tronco
mesenquimais acelerou o processo de cicatrizagdo tendinea, melhorou a
organizacao cicatricial, e fazendo uma comparacao entre o grupo tratado e o
grupo controle houve maior expressdo do colageno tipo I. O procedimento

demonstrou ser seguro e viavel.

Palavras-chave: equino; tendao; célula-tronco mesenquimal; tecido adiposo;

terapia.
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CARVALHO, A.M. Autologous implant of mesenchymal stem cells adipose
derived in the treatment of experimental tendinitis in equine: clinical evaluation,
ultrasonography, histopathological and immunohistochemical. Botucatu, 2009,
134p., master dissertation, UNESP, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia.

ABSTRACT

The injury of the tendon of superficial digital flexor muscle is a major cause of
lameness in equine athletes. Although there are various treatments described,
few are effective in significant improvement of the quality of the extracellular
matrix. Therefore, there is great potential for development of reincidence, and in
some cases even cause the early termination of the athletic career of the
animal. Recently, several experiments are focusing on therapeutic potential of
mesenchymal stem cells in cases of difficult healing. The aim of this study was
to evaluate the quality of tendon healing from animals treated with the
implantation of autologous mesenchymal stem cells derived from adipose tissue
cultured, focusing the characterization of collagen fibers type | and type lll, by
immunohistochemistry, in the tendinous scar tissue. There was induced injury of
the superficial digital flexor tendon (TFDS) in both previous members, 8 horses,
followed by autologous implantation in only one member from each animal. The
animals were evaluated by clinical parameters and ultrasound and after biopsy,
performed at two different times in 60 days and the 150th day of the
experiment. Histological and immunohistochemical analyzes were done. The
therapy with implantation of autologous mesenchymal stem cells accelerate the
process of tendon healing, improved matrix organization with higher expression
of collagen type | in the treated group compared with the control group. The
procedure has proved safe and feasible.

Keywords: equine; tendon, mesenchymal stem cell; adipose tissue; therapy.



1. INTRODUCAO

E indiscutivel a importancia da tendinite do flexor digital superficial
(TFDS) para todos profissionais que trabalham diretamente no mercado
equestre. Além de comprometer significativamente o desempenho atlético, a
enfermidade pode resultar no fim da carreira do animal. Existem varios fatores
predisponentes descritos para TFDS, como ferrageamento incorreto,
sobrepeso, piso irregular, idade, e principalmente o tipo e intensidade de
exercicio praticado (ROSS e DYSON, 2003). Todos estes fatores, isolados ou
em conjunto, podem resultar em lesdo tendinea facilmente observada pela
manifestacéo dos sinais clinicos por meio da claudicagao, inflamacéao, aumento
de volume, calor e sensibilidade ao toque.

Através da utilizacdo da ultrassonografia na avaliagdo de estruturas
tendo-ligamentares foi possivel uma melhor definicio do diagnéstico,
caracterizando-se o tipo da lesdo e da estrutura afetada, sendo possivel
instituir um progndstico mais adequado.

Apesar de existirem varios métodos terapéuticos para o controle desta
lesdo, ainda ndo se encontrou um tratamento ideal, culminando em longo
periodo de reabilitacdo, baixa taxa de sucesso na terapia e grande
porcentagem de recidivas. Esta ultima justificada, em parte, pelo tipo de fibras
tendineas, que apds a lesao ndo retornam ao estado original e conferem assim
ao tendao uma menor resisténcia.

Recentemente, experimentos vém se concentrando no potencial
terapéutico das células-tronco (CT), verificando sua possibilidade de aplicacao
em enfermidades complexas, ou lesbes de dificil cicatrizacao.

As células-tronco mesenquimais possuem capacidade de auto-
replicacdo, além da habilidade de se diferenciar em fibroblastos, osteoblastos,
condrdcitos, tendécitos, adipdcitos e miofibroblastos, de acordo com o estimulo
local. Esta diferenciacdo ocorre por toda a vida, tornando seu estudo
particularmente interessante em lesdes do sistema musculo-esquelético.

Apesar do uso constante em pesquisas de células cultivadas, alguns
experimentos utilizam a medula éssea total para o tratamento de tendinites, ou

ainda o implante da fracdo mononuclear. Dentre as células mononucleares,



existem as hematopoiéticas, que originardo células do sangue (linfécitos,
eosindfilos, basdfilos, neutrofilos, células vermelhas e plaguetas) e as
mesenquimais, que poderao originar células musculares, hepatécitos,
ostedcito, tecido adiposo, condrécitos e estroma. O uso de toda a fragao
mononuclear em tratamentos de lesdes ortopédicas possui a vantagem de
permitir a realizacdo do implante no momento do diagndstico, com menor
tempo de preparo das células e custo reduzido, além de aumentar a
concentracao de células-tronco mesenquimais para o implante direto apés a
coleta de medula éssea.

O conhecimento sobre a reparacdo tendinea e suas implicagdes na
capacidade atlética do individuo acometido pela tendinite vém estimulando a
realizacao de pesquisas sobre novas terapias aplicadas a este tecido. A terapia
celular com células-tronco mesenquimais tem mostrado resultados promissores
em diversos trabalhos ja publicados. No entanto, apesar de um grande
potencial, ainda ha necessidade de estudos controlados que confirmem a real
contribuicdo deste método terapéutico na qualidade da matriz tendinea e

recuperacao da sua funcgéao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURA E FUNCAO DOS TENDOES

Os tendbes sao associados aos musculos e formam uma continuagao
da estrutura colagena que suporta as fibras musculares contrateis (GOODSHIP
et al., 1994).

O corpo do musculo flexor digital superficial tem origem na porgao
proximal do epicondilo medial do Umero, possui fortes insercdes tendineas e
progressivamente continua como tendao flexor digital superficial no membro
toracico distal. Esse tenddo também se origina do ligamento acessorio,
inserindo na regido caudo medial do radio. O tendao fusionado, com formato
arredondado passa distalmente por dentro do canal carpal. Seguindo pelo

metacarpo, este fica achatado com um formato de meia lua e em seguida,



posterior ao ligamento intersesamoideo, seu formato fica simétrico sofrendo um
espessamento. Na regido distal dos ossos sesamoides proximais, o tendao
flexor digital superficial fica progressivamente mais fino no plano digital e mais
espesso no plano abaxial. Na regido distal da falange proximal, o ramo distal
do tendado separa-se e torna-se espesso distalmente, em cada lado da
quartela. Eles terminam entre os ligamentos palmar axial e abaxial da
articulacao interfalangeana proximal (DENOIX, 1994, 1996).

Os tenddes transferem as forgas geradas pela contragdo do musculo
para o movimento do esqueleto, promovem o suporte esquelético e aumentam
a eficiéncia da locomogéo através do armazenamento e liberacdo de energia.
Tendbes sdo necessarios para suportar forcas de alta tensao, possuindo fibras
de colageno arranjadas em um padrao estritamente paralelo.

Os tendcitos sao células altamente diferenciadas que tém um potencial
limitado para replicacado. Fazem parte de uma extensiva rede tridimensional de
componentes da matriz extracelular e sdo constituidos principalmente por
colageno tipo |, tipo Ill e tipo V, além de proteoglicanos, elastina e fibronectina
(VIOLINI et al. 2009).

O tenddao €& composto de um tecido conjuntivo denso fibroso
caracterizado por uma precisa organizagdo de fibroblastos esparsos, fixados
em uma matriz extracelular (MEC) rica em colageno altamente organizado. A
complexa hierarquia estrutural permite deformacéo plastica sobre cargas de
alta tensao. As fibras de colageno sdo organizadas paralelamentes em feixes
ao longo das linhas de tensdo. Fibroblastos fusiformes sdo organizados
longitudinalmente entre os feixes de fibrilas de coladgeno. Uma extensa rede
tridimensional de extensao citoplasmatica encobre os feixes de fibrilas de
colageno e promove uma forma de comunicacado célula-célula e célula-matriz
extracelular (DAHLGREN, 2007).

A MEC é composta principalmente pelos seguintes componentes:
elastina, que tem pelo menos de 1% a 2% do peso seco do tendao, e
apresenta importante contribuicio para a elasticidade desse tecido
(GOODSHIP et al., 1994 e WOO et al., 1994); proteoglicanos, que abrangem
menos de 5% do peso seco do tendao, entretanto, tém um importante papel na
interacao célula-célula e célula-matriz extracelular, assim como o controle da

producédo das fibrilas de colageno e seu didmetro, e a homeostase tendinea



(BIRCH, 1993 e BIRCH et al., 1998 e VOGEL et al., 1986); e colageno, que
compde mais de 80% do peso seco do tendao (WOO et al., 2006), sendo 95%
colageno tipo | (RILEY, 2005). O restante do colageno consiste primariamente
no colageno tipo Ill com pequenas porcées de outros tipos de colageno
(FRANK, 2004).

O colageno do tipo Il é o segundo mais abundante e pode ser
encontrado ao redor das fibras do tipo | e no endotenddao. Com a idade, é
observado um aumento de sua quantidade, especialmente na area central do
terco médio da regido metacarpiana (GOODSHIP et al., 1994; SMITH e
WEBBON, 1996 e ALVES, 1998). Tracos de colageno do tipo II, V e VI foram
detectados em tenddes normais (GOODSHIP et al., 1994; CRAYCHEE, 1995;
SMITH e WEBBON, 1996; ALVES, 1998; CARVALHO et al., 2006).

O diametro das fibras colagenas, obtido em corte transversal, apresenta-
se uniforme durante a fase inicial de desenvolvimento, mas com o avangar da
idade é notado um padrao bi ou tri-modal (GOODSHIP et al., 1994). Com a
leséo, é observada a tendéncia ao aumento da quantidade de fibras de menor
diametro (SMITH e WEBBON, 1996).

A nutricdo da estrutura tendinea € obtida por difusdo, através das
bainhas sinoviais e pelo afluxo sanguineo proveniente da juncao musculo-
tendinea, da insercdo 6ssea, do epitenddo e endotenddo. Areas avasculares
sdo encontradas em regides sujeitas as forgcas compressivas e de tensao,
sendo seu aumento observado com a idade (SMITH e WEBBON, 1996).

2.2 FISIOPATOLOGIA DA TENDINITE

A incidéncia de tendinite e desmite na populacdo de cavalos de
performance é estipulada entre 11% e 46% (DAHLGREN, 2007). A tendinite e
a desmite sdo as lesbes mais comuns dos tecidos moles em cavalos de corrida
(WILLIAMS et al., 2001). Ainda é relatado por Rooney e Genovese (1981) que
25% dos casos de tendinite ocorrem precocemente e podem comprometer a
carreira do potro com recidivas, ocorrendo até mesmo o afastamento da
atividade atlética (GENOVESE et al., 1996).



Um recente estudo epidemiolégico em Hong Kong reportou que a
tendinite segundo o relato de veterinarios é a causa mais comum de
aposentadoria em cavalos de corrida (LAM et al., 2007).

Ha maior incidéncia de tendinites em potros machos que em fémeas, as
possiveis explicacbes para este fato sdo que: os machos possuem maior
velocidade, necessidade de tempo maior para condicionamento e
conformacdo; podem existir diferengas entre os sexos no metabolismo das
fibras do tendao; resposta dos mecano receptores ao exercicio (YOSHIKAWA
et al., 2001, 2002).

Em condicdes fisiologicas normais, o tenddo é um tecido pobremente
vascularizado com uma baixa densidade de células que exibem atividade
mitotica reduzida. Essa é a possivel explicagcdo para a cicatrizagdo tendinea
ser lenta e, na maioria dos casos, resulte em uma matriz extracelular
mecanicamente inferior (VIOLINI et al., 2009).

O tendao flexor digital superficial no cavalo atinge tensdo maxima de
16% durante o galope, proximo ao seu limite funcional (STEPHENS et al.,
1989). A tensao aferida in vitro mostrou, entretanto, que o limite para a faléncia
do TFDS acontece ao redor de 10-20% da tensao (GOODSHIP et al., 1994).
Ou seja, o tendao trabalha muito proximo ao seu limite de tolerancia, e assim
as lesdes causadas por hiperextensdo do TFDS sdo comuns nos equinos
atletas. A lesdo pode ocorrer por um episédio abrupto, quando as forcas
exercidas sobre o tendao ultrapassam o limite de tensao suportado; ou ainda,
um acumulo de pequenas microlesbes que enfraquecem todo o tendao ou
parte dele e culminam na lesdo completa ou em uma porcdo da estrutura
(GOODSHIP e BIRCH, 1996).

A aparéncia histolégica descrita por Webbon, 1978, observada em
tendées normais, demonstrou alteracées celulares, porém sem apresentacao
de sinais clinicos. As microleses observadas nos tenddes dos eqliinos podem
ocorrer devido ao exercicio intenso e constante, se tornando mais freqlentes
com o avanc¢o da idade (SMITH et al., 2002b). Wilson e Goodship, 1994,
demonstraram que o exercicio de alta intensidade eleva a temperatura no
interior do tend&o, atingindo cerca de 45°C. E possivel que esse aumento na
temperatura local influencie na formagdo das microlesdes, porém, nao

resultando necessariamente em morte celular. Uma das possibilidades é a de



que a ocorréncia de repetidos quadros de hipertermia local comprometa o
metabolismo dos tendcitos e/ou cause danos a MEC, levando a degeneracao
tendinea (BIRCH et al., 1997).

Outros possiveis fatores seriam o pobre fluxo sanguineo na area
tendinea, que durante a sobrecarga constante sofrida pelo membro durante o
exercicio pode gerar uma hipodxia localizada, e assim, uma isquemia tecidual e
ou a producao de radicais livres (SMITH e GOODSHIP, 2004).

Os eventos envolvidos na reparacao tendinea de equinos tém sido
estudados através da inoculacdo intratendinea de colagenase purificada de
bactérias que causam destruicdo das fibras colagenas tendineas, simulando
tendinites de ocorréncia natural (WIILIAMS, 1984; SPURLOCK et al., 1989;
FOLAND et al., 1992; GIFT et al., 1992; ALVES, 1998; BARREIRA et al., 2008;
YAMADA et al., 2009).

O processo de cicatrizacado tendinea € dividido em trés fases; inflamacgéao
aguda, proliferacdo e remodelamento.

Inflamacao aguda é a fase da reparacado que tem inicio imediatamente
apoés a lesdo e termina entre uma a duas semanas, dependendo da severidade
da lesao e da aplicacao de farmacos antiinflamatérios. Histologicamente ocorre
o influxo de células responsaveis por uma variedade de eventos necessarios
para a progressao da cicatrizagcao. Os monécitos e os macréfagos auxiliam no
debridamento da matriz extracelular lesada via fagocitose e a producdo de
fatores vasoativos e quimiotaticos que promovem a angiogénese, estimulam a
producao celular e recrutam células adicionais que estao envolvidas no reparo
tendineo. Também ha um rapido aumento da expressao génica de fatores de
crescimento e citocinas que participarao dos eventos celulares subseglentes.
Os eritrocitos se acumulam no local da lesdo como resultado da lesdo do
endotenddo em conjunto com o dano na matriz extracelular (DAHLGREN,
2007). Em um modelo de inducao de lesdo tendinea com o uso da colagenase,
as lesdes agudas eram caracterizadas predominantemente pelo acumulo de
células vermelhas dentro da lesdo, que € consistente com a formacdo de
hematoma e com caracteristicas ultrassonograficas hipoecéicas (DAHLGREN
et al., 2005).

A fase proliferativa inicia-se quando a resposta celular aguda esta
diminuindo, poucos dias ap6s o inicio da lesdo e pode perdurar de semanas a



meses. O endotenddo sofre uma hipertrofia com o acumulo de elementos
vasculares e celulares. A massa da populacao celular do endotendéao é grande,
circular para oval e indiferenciada, sugerindo que essas podem ser células
progenitoras que podem ter migrado para a area lesada em resposta aos
fatores quimiotaticos produzidos imediatamente apéds a lesdo. A potencial fonte
dessas células progenitoras deve ser os vasos sanguineos (DAHLGREN et al.,
2007).

A fase proliferativa tem seu auge com aproximadamente quatro
semanas apos a lesdo, com o numero celular elevado no tecido cicatricial por
até 24 semanas apds a lesdao. A producdo de matriz extracelular aumenta
rapidamente ap6s a lesdo. A expressao génica de colageno tipo | e colageno
tipo Il também tem um aumento repentino e abrupto apés a lesdo (ERIKSEN et
al., 2002; CLEGG et al., 2007). Nas quatro semanas iniciais apos a lesao, o
colageno tipo Ill aumenta para aproximadamente 66% do colageno total de um
tenddo normal. Com oito semanas, o colageno tipo | volta novamente ao
patamar de 90% do total de colageno (DAHLGREN et al., 2002; DAHLGREN et
al., 2005). Com aproximadamente quatro semanas apos o inicio da tendinite, a
lesdo é preenchida com tecido fibroso imaturo, semelhante ao tecido de
granulacdo. Nesse estagio, a matriz extracelular apresenta uma propriedade
mecanica inadequada para suportar qualquer tipo de exercicio fisico
(DAHLGREN, 2007).

Oito semanas ap0s a lesdo com colagenase, o tendao ainda demonstra
um padrdao de reparo desorganizado, entretanto a deposicdo de matriz
intercelular é mais proeminente. Porém, o arranjo casual celular e das fibras
ainda nao apresenta semelhanca a estrutura bem organizada do tendao normal
(WILLIAMS et al., 1984).

Com 20 semanas, o tendao continua mole e gelationoso. O tecido
cicatricial é caracterizado por hipercelularidade e intensa vascularizagdo com
os fibroblastos contendo nucleo redondo a levemente alongado, parcialmente
organizado entre as fibras de colageno. O endotendao € hipercelular com
abundante vascularizacdo menos organizada e mais espessa que O
endotenddao normal. O arranjo paralelo e longitudinal das fibras é parcial
(MARXEN et al., 2003).



A fase de remodelamento inicia-se aproximadamente com seis semanas
apoés a lesédo e estende por seis a doze meses ou até mais tempo. As fibras de
colageno ficam alinhadas em modo paralelo ao longo da forca de tensdo. A
ligacdo cruzada entre as moléculas de colageno apresenta um aumento
exponencial na forca de tensdo, com o aumento do tempo a ligacao cruzada
estas ligagbes cruzadas ficam maduras e se tornam cada vez mais fortes
(DAHLGREN, 2007).

2.3 TRATAMENTO DAS TENDINITES

Com o progressivo conhecimento adquirido sobre a biologia basica dos
tendbes e com o auxilio da ultrassonografia, que permite um diagnéstico mais
adequado das lesdes, diversas pesquisas tém testado a eficacia das terapias
aplicadas a tendinite. Em geral, os objetivos das terapias sao: diminuicao da
inflamacéo, melhora da qualidade do tecido cicatricial e redugéo do tempo de
cicatrizagcdo, resultando na restauracdo da morfologia e da fung¢do tendinea
proximos ao original, reduzindo o indice de recidivas e diminuindo os prejuizos
(GAUGHAN, 1998; OIKAWA e KASASHIMA, 2002).

2.3.1 Tratamentos Convencionais

A terapia com antiinflamatérios ndo esterdides (AINE) é recomendada
durante os primeiros dez dias apds o inicio da lesdo e seu uso € de exirema
importancia para a redugdo do dano tecidual. Os AINE tépicos, como o
diclofenaco sédico, podem ser Uteis como adjuvantes da terapia sistémica e
reduzem os riscos dos efeitos toxicos dos AINE sistémicos (DAHLGREN,
2008).

A administracdo de AINE como a fenilbutazona é indicada até a fase
subaguda. O flunixin meglumine, ou o meloxicam (VERONESI et al., 2006)

podem ser utilizados nos primeiros dias apds a lesdo, pois possuem acao



rapida (BRAMLAGE, 1998; GENOVESE, 1998; GAUGHAN, 1998). Apesar do
beneficio destes farmacos, o uso prolongado deve ser evitado, pois possuem
potencial de inducdo de Ulceras gastricas, lesdes renais e demais efeitos
colaterais (HENNINGER, 1992). Estes farmacos possuem agéao inibidora da
prostaglandina sintetase (ciclo-oxigenase) em tecidos inflamados, reduzindo os
sinais clinicos da inflamagéo (NELL et al., 2002).

A éarea afetada deve receber um penso temporario, que, ao promover
uma compressao uniforme, minimiza o edema, além de diminuir ou neutralizar
as forcas biomecanicas da estrutura afetada (GAUGHAN et al., 1998; REEF,
1998). A bandagem pode ser trocada diariamente ou a cada vez que for ser
realizada a aplicacao da terapia a frio (DALGREN, 2008).

Tratamentos convencionais que envolvem longos periodos de repouso
aliado a um regime de exercicios controlados resultam em um melhor retorno a
forma quando comparado a animais que sdo simplesmente soltos a pasto
(GILLIS, 1997). A atividade fisica é importante na fase de maturacao, pois a
tensdo aplicada corretamente as fibras tendineas contribui para a producao e
orientacdo das fibras colagenas. Assim, recomenda-se que, apds a leséo, o
animal seja confinado por um curto periodo de tempo, a fim de prevenir o
aumento da lesdao ou envolvimento de outras estruturas (REEDING, 1992;
ALVES et al., 1998; GAUGHAN, 1998).

A aplicagao topica de frio deve ser realizada intensamente na fase inicial
através de gelo, ducha ou massagens frias, com o objetivo de reduzir a
resposta inflamatéria inicial (GAUGHAN et al.,1998; REEF, 2001), sendo
realizada diversas vezes ao dia, com duragdo de 20-30 minutos em cada
aplicacado. Atualmente existe um aparelho que promove a compressao ciclica
em conjunto com a circulagdo de agua gelada para maximizar a eficacia do

tratamento (http://www.gamereadyequine.com/). A compressao ciclica estimula

a drenagem linfatica e auxilia a dirigir o frio em tecidos mais profundos
(DAHLGREN, 2008).

Outras técnicas de fisioterapia como ultrassom e laserterapia séo
também utilizadas, embora possuam resultados comprovados cientificamente
em humanos e animais de laboratério, mas nao na espécie eqlina.

O uso de hialuronato de sédio e glicosaminoglicanos polisulfatados

injetados no local da lesdo tém sido sugeridos como um modo de promover
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melhor reparacao tendinea. No entanto, Dyson (1997) contraria esta idéia ao
mostrar que nenhum destes tratamentos trouxe maiores beneficios do que a
abordagem conservativa.

Manipulagdes farmacoldgicas do processo cicatricial vém sendo
testados com o uso de fatores de crescimento e fumarato de beta-
aminopropionitrilo fumarato (FBAPN). Essa ultima substancia tem como fungao
inibir a lisil-oxidase, uma das enzimas responsaveis por promover as ligacoes
cruzadas de colageno. Assim, prevenindo a ocorréncia das ligagdes no estagio
inicial da cicatrizacao (30-90 dias), permitiia uma melhor organizacdo da
deposicao do colageno, aliado ao exercicio (GENOVESE, 1992; REEF et al,
1997; ALVES, 1998; ALVES et al.,, 2001a; ALVES et al., 2001b). Porém,
apenas 45-50% dos animais tratados com FBAPN retornaram a atividade
atlética de maxima intensidade (REEF et al, 1996; REEF et al, 1997), o que
questiona a eficAcea do uso de FBAPN no tratamento de tendinites em
equinos. Atualmente, este medicamento ndo se encontra disponivel no
mercado.

Varios estudos preliminares sugerem que a administracao de fatores de
crescimento exdgenos em um tendao lesado pode melhorar a cicatrizacédo e o
reparo tendineo (DAHLGREN et al, 2002; RODEO et al, 2007;
THOMOPQULOS et al., 2007). Experimentos com infiltracao intralesional com
fatores de crescimento (TGF-B e IGF-1) na terapia tendinea tém apresentado
resultados promissores, entretanto ha dificuldade no estabelecimento da dose
(ASPENBERG e FORSLUND, 1999). Uma possibilidade de introduzir uma
concentragdo variada de fatores de crescimento na area tendinea lesada é
através da injecao de plasma rico em plaquetas (PRP) (ANDRES et al., 2008;
MAIA, 2008).

Existem evidéncias que a terapia por ondas de choque extracorpéreo
(shock wave) estimula a liberacdo de fatores de crescimento que podem
promover a cicatrizacdo do tenddo. Em um estudo realizado com ratos, pode
ser observado o aumento da proliferacdo de tenécitos e o aumento da
expressao de fatores de crescimento (TGF-B e IGF-1) apbs a terapia com as
ondas de choque extracorpéreo (CHEN et al., 2004). Um estudo semelhante
realizado na espécie eqlina também mostrou o aumento de fatores de
crescimento (CAMINOTO et al., 2005).
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Algumas técnicas cirargicas sdo indicadas para o tratamento de
tendinites em situagdes especificas, como o splitting tendineo, que promove a
drenagem do hematoma intra-tendineo e a desmotomia do anular, realizada
em tendinites do TFDS, quando acomete o terco distal da regido metacarpiana
(BRAMLAGE, 1998; REEF, 1998; OIKAWA e KASASHIMA, 2002; ALVES et al,
2002). Em 1998, Bramlage descreveu a desmotomia do acessorio do TFDS,
relatando o alongamento do musculo flexor digital superficial e seu tendao,
aumentando o limite elastico, com conseqlente aumento da taxas de retorno
as corridas e diminuicdo de recidivas. Sua eficacia € controversa, sendo
relatado o possivel aumento do risco da instalacdo de desmites do suspensério
do boleto (REEF, 1998).

Alguns dos objetivos para o desenvolvimento de um tratamento efetivo
nas tendinites visam a redug¢do da formacdo de tecido cicatricial, bem como
promover a regeneracao de tendcitos normais e da matriz extracelular (MEC),
de forma a restabelecer a resisténcia e funcionalidade normal do tendao
lesado, reduzindo os riscos de recidiva.

2.3.2 Células-Tronco

Também conhecidas como células-mae ou células estaminais, séo
células que possuem a capacidade de se dividir dando origem a células
semelhantes as progenitoras e de se diferenciar em outros tipos celulares. As
células-tronco podem ser classificadas quanto ao grau de diferenciagao:

Células-tronco totipotentes - sdo capazes de originar todos os tecidos
fetais, incluindo as membranas embrionarias (exemplo: évulo fecundado, célula
hibrida obtida por transferéncia de nicleo soméatico).

Células-tronco pluripotentes - sdo capazes de originar aos mais de 250
tipos diferentes de tecidos de um individuo adulto, ou seja, capazes de originar
tecidos de todos os tipos embrionarios (ectoderma, mesoderma, endoderma).

Células-tronco multipotentes - sdo capazes de originar somente um ou

mais tipos celulares da mesma linhagem germinativa. Exemplo: célula-tronco
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mesenquimal da medula éssea que pode ser diferenciada em células ésseas,
musculo e cartilagem.

O uso potencial das células-tronco embrionarias (pluripotentes) para
certas doencas e terapias celulares é enorme, porém, envolve diversas
questdes éticas, principalmente em relacdo ao embrido humano, e seu uso tem
sido associado com a formacdo de tumores (WAKITANI et al., 2003), mais
especificamente, o teratoma. Também ha evidéncia da indugdao de tumores
(sarcoma) pelas células-tronco mesenquimais implantadas junto de bioscaffold
em camundongo (TASSO et al., 2009), por isso é necessario um maior numero
de investigagdes a fim de evitar essa ocorréncia. O fato de a célula-tronco
adulta ou do cordao umbilical poder causar a formacao de teratomas, ou outros
tipos de tecidos indesejados é pouco estudado, entretanto esta possibilidade
deve ser considerada caso seja utilizada a terapia com células-tronco (KOCH
et al., 2009).

Recentemente foram desenvolvidas as células-tronco de pluripoténcia
induzida (iPS, na sigla em inglés), que sao células do organismo adulto que
foram reprogramadas geneticamente para se comportar como células
pluripotentes, idénticas as células-tronco embrionarias, com capacidade para
se transformar em todo tipo de tecido. A técnica consiste na reprogramacao
das células adultas usando um virus, como cavalo-de-tréia, para inserir nas
células adultas quatro fragmentos de DNA capazes de ativar genes
normalmente funcionais em células-embrionarias (GUIMARAES, 2009).

A exploracao da diferenciacdo das células-tronco como terapéutica é
feita sob forma de implante celular, ou na bioengenharia voltada para
transplantes. Este novo campo de conhecimento é chamado de Medicina
Regenerativa (LEVENBERG et al., 2003).

Engenharia tecidual é o uso de células, fatores bioldgicos e biomateriais,
sozinho ou em combinacdo, com o objetivo de restaurar a funcéo e a estrutura
do tecido normal. Biofatores sao utilizados indiretamente na medicina equina,
como nos casos da combinacdo das células-tronco com o plasma rico em
plaguetas, sobrenadante da medula éssea, ou soro autélogo (KOCH et al.,
2009).

Com o advento da terapia celular, varios grupos de pesquisadores ao

redor do mundo tém estudado o seu uso terapéutico em diversas doencas
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ortopédicas na espécie equina, como por exemplo, tendinites, desmites,
doencas articulares e fraturas 6sseas. O uso de células-tronco mononucleares
(BARREIRA, 2005; BARREIRA et al., 2008; OLIVEIRA, 2008) e mesenquimais
no tratamento de lesbes tendineas e ligamentares vem sendo explorado
(YOUNG et al., 1998; HERTHEL, 2001; SMITH et al., 2003; HERTHEL, 2001;
2002; ROSENBROCK et al., 2004; CROVACE et al., 2007; RICHARDSON et
al.,, 2007; SUTTER, 2007; FORTIER e SMITH, 2008; NIXON et al., 2008). A
engenharia tecidual e o uso das células-tronco mesenquimais em lesdes
musculo esqueléticas tem mostrado resultados promissores.

Atualmente, ha estudos do emprego da terapia celular para casos de
infarto do miocardio, diabetes tipo |, lesdo da medula espinhal, enfermidades
pulmonares, tratamento de leucemias, doengas renais, reconstituicao do tecido
epitelial, fraturas com grandes perdas d&sseas, disfuncdo muscular, na
recuperacdo da cartilagem, tendinite e desmite (SCHAFFLER & BUCHLER,
2007).

As células-tronco adultas podem manifestar uma resposta regenerativa
através da diferenciacdo em células maduras no tecido nas quais essas foram
implantadas e produzindo um tecido apropriado de matriz extracelular (MEC).
Elas também contribuem na cicatrizagcao através da producdo de proteinas
bioativas (fatores de crescimento e citocinas) que exerce um efeito de
sinalizagdo local através do recrutamento das células-tronco enddgenas e
induzindo efeitos anabdlicos nas células recém recrutadas e nas células
maduras tecido-especifico ja presentes no tecido. O potencial de diferenciacao
celular, produgéo de fatores de crescimento, e o recrutamento celular tém feito
da tecnologia das células-tronco um dos tépicos mais discutidos da atualidade
(DAHLGREN, 2008).

2.3.3 Células-Tronco Mesenquimais

Durante os ultimos anos na medicina veterinaria houve um aumento no
interesse em entender a biologia das células-tronco mesenquimais. Esse

interesse vem do seu potencial uso terapéutico, especialmente quanto ao
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reparo de feridas, engenharia tecidual e aplicacdo no campo terapéutico,
incluindo a cirurgia regenerativa (VIOLINI et al., 2009).

As fontes utilizadas com finalidade terapéutica de células-tronco
mesenquimais na espécie eqlina sdo a medula éssea e o tecido adiposo,
embora também ja tenha sido realizado o isolamento dessas células do sangue
(KOERNER et al., 2006), sangue da veia umbilical (KOCH et al., 2007) e da
veia do corddao umbilical (REED et al., 2008). Em humanos e em outras
espécies as células-tronco mesenquimais também ja foram isoladas do
musculo (WILLIAM et al. 1999), osso trabecular (NOTH et al., 2002), cérebro
(VESCOVI et al., 2001) e membrana sinovial (DE BARI et al., 2001).

Ja existem dados cientificos que confrmam que as células-tronco
mesenquimais liberam diversos fatores de crescimento no local implantado,
dentre eles o VEGF (vascular endothelial growth factor), HGF (hepatocyte
growth factor) e IGF-1 (insulin-like growth factor ) (WANG et al. 2006).
Também ja foi descrito que estas células promovem imunomodulacdo (LE
BLANC et al. 2006), entretanto ainda nao foi provado que as células-tronco
mesenquimais sofram uma diferenciacao in vivo, transformando-se em células
idénticas as células do local implantado.

A puncgao da medula éssea € a forma tradicional pela qual se obtém as
células-tronco mesenquimais, e é realizada preferencialmente na 52 esternébra
nos equinos. O material aspirado é bastante heterogéneo e contém uma
grande diversidade de células, incluindo células maduras do sangue, linfécitos,
fragmentos de estroma e gordura, além das células-tronco hematopoiéticas e
células-tronco mesenquimais. A suspensao celular pode ser transfundida para
0 receptor sem processamento adicional (apenas filtragem para eliminar
fragmentos maiores), ou pode-se proceder a varios outros fracionamentos:
separacdo das células CD34+, expurgo de linfécitos T, centrifugacdo em
gradiente de hipaque para obtencao de uma camada de células mononucleares
(células precursoras, linfécitos e mondécitos) (ZAGO et al. 2006).

O processo de isolamento e cultura das células-tronco mesenquimais
derivadas da medula éssea envolve uma fase inicial de separagéo das células
mononucleares em gradiente de densidade, seguida de plaqueamento. Em
cultura, as células-tronco mesenquimais apresentam uma caracteristica

fibroblastdide, sdo aderentes a placa de cultura e capazes de se propagarem
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por mais de 15 passagens sem sinal de senescéncia. Neste periodo, as células
nao aderentes, incluindo as hematopoiéticas sdo descartadas, resultando em
uma cultura relativamente homogénea de CTM em diferentes graus de
maturagéo (ZAGO et al. 2006).

A célula-tronco mesenquimal possui potencial limitado (multipotente),
podendo se diferenciar em apenas algumas linhagens celulares, como
osteoblastos (0sso0), condrécitos (cartilagem), tenécitos (tendao e ligamento),
fibroblastos (tecido cicatricial), adipécitos (gordura) e miofibroblastos,
dependendo de certas influéncias como condicbes de crescimento,
vascularizacdo e oxigenagao tecidual, sinais celulares adjacentes e forcas
mecanicas (FORTIER et al. 1998).

As células-tronco mesenquimais representam uma pequena fracao da
populacdo total de células nucleadas de origem medular. Alguns estudos
sugerem que 0,001-0,01% das células mononucleares separadas através do
uso de hipaque sao células mesenquimais. Ainda, em cultivo celular, as células
mesenquimais se aderem ao fundo dos frascos, e se multiplicam em poucos
dias. Em eqilinos com menos de 5 anos de idade, 1-2 X 10° células aderentes
podem ser obtidas de 10ml de aspirado de medula éssea apds 3 dias de
cultura (FORTIER et al. 2005).

Outro aspecto importante desta célula-tronco adulta é a sua
possibilidade de realizacdo de implantes autélogos (SCHAFFLER et al. 2007).
Desta forma, evitam-se complicagcbes como a transmissdo de doencas do
doador para o receptor, e também reduz-se a possibilidade de rejeicao imune.
Entretanto, os efeitos de imunomodulagdo das células-tronco mesenquimais
em resposta aos transplantes alogénicos em modelos clinicos e experimentais
sugerem que estas células tém um importante papel nesta funcédo. O
mecanismo exato de como as células-tronco mesenquimais sao toleradas é
pouco compreendido. Experimentos mostram que as células-tronco
mesenquimais podem suprimir as reagbes mistas de linfécito em cultura,
sugerindo que essas células possibilitam a aplicacdo alogénica de medula
Ossea para o reparo tecidual devido a sua imunossupressao (LE BLANK et al.
2006).

Atualmente ha trés técnicas disponiveis para o tratamento de lesdes

tendineas e de ligamentos com células-tronco mesenquimais derivadas da
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medula 6ssea na espécie equina (FORTIER et al. 2008): aspirado medular
total, realiza a injecdo direta da populacdo celular heterogénea contida no
aspirado da medula éssea; fragdo mononuclear, faz a centrifugacdo em um
processo similar aquele usado para a obtencdo do plasma rico em plaquetas
(PRP), com o objetivo de aumentar o numero de células-tronco em cada
injecdo; células-tronco mesenquimais cultivadas, realiza a cultura celular com a
populacao derivada da medula éssea.

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de humano
e camundongo tém a capacidade de se diferenciar sobre apropriadas
condi¢des de cultura, usando especificos horménios e fatores de crescimento
em linhagens do tecido mesodermal, como musculo esquelético, osso, tendao,
cartilagem e gordura (SCHAFFLER et al. 2007).

O conhecimento do reparo da tendinite aguda e subaguda através do
uso da fracdo vascular do tecido adiposo ou do uso das células-tronco
mesenquimais cultivadas é pouco comprendido (NIXON et al., 2008), sendo
publicado até o atual momento somente um trabalho com o uso das células
nucleadas concentradas derivadas do tecido adiposo para a terapia da
tendinite aguda (NIXON et al., 2008).

Ha duas empresas pioneiras no mundo, que desde o ano de 2002
oferecem servicos para a espécie eqlina: VetStem, € uma empresa americana
que isola a fracdo vascular estromal do tecido adiposo (contendo as células-
tronco mesenquimais); a VetCell BioScience Limited € uma empresa britanica
que isola as células mononucleares da medula éssea e posteriormente faz o
cultivo celular com o intuito de selecionar e replicar as células-tronco
mesenquimais que em condigbes de cultura tém como caracteristica a

aderéncia ao plastico.
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2.3.4 Coleta do tecido adiposo

O tecido adiposo pode ser coletado em diversos locais na espécie
eqliina, como a base da cauda proxima ao musculo semitendinoso, regiao
lateral e dorsal da por¢dao medial do pescoco (MAMBELLI et al., 2009). Nixon e
colaboradores (2008) também citam a possibilidade da coleta do tecido adiposo
na regiao inguinal. Em um estudo realizado em humanos foram feitas andlises
de viabilidade celular da fracdo vascular estromal entre os diferentes
procedimentos cirargicos disponiveis para a coleta do tecido adiposo
(resseccao cirurgica, lipossuccao e lipossucgao assistida por ultrassom) e
diferentes locais anatémicos, nao sendo observada nenhuma diferenca quanto
a viabilidade celular (OEDAYRAJSINGH-VARMA et al., 2006).

2.3.5 Separacao da Fracao Vascular Estromal

A fracdo vascular estromal (contendo as células-tronco mesenquimais)
derivada do tecido adiposo pode ser rapidamente isolada através da digestao
enzimatica pela colagenase (GIMBLE et al, 2003).

O tecido adiposo é derivado do folheto germinativo mesodermal, similar
a medula 6ssea, e contém um estroma de suporte que pode ser facilmente
isolado (GRONTHOS et al. 2001). Essa fracao estromal do tecido adiposo
consiste em uma mistura heterogénea de células, incluindo células endoteliais,
células do musculo liso, células mesenquimais, fibroblastos, mastécitos e pré-
adipécitos (ZUK et al. 2001). Em adi¢do, assim como na medula 0ssea, a
fracao vascular estromal do tecido adiposo contém uma populacao de células-
tronco mesenquimais multipotentes derivadas do tecido adiposo (GRONTHOS
et al 2001).

O lipoaspirado tem um rendimento superior de células estromais que o
aspirado medular. Isso pode ser explicado pelo alto suprimento de sangue e
alta densidade de vasos sanguineos (ROMANOQV et al. 2005).
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2.3.6 Cultura das Células-Tronco Mesenquimais

O uso clinico atual do tecido adiposo como fonte de células-tronco
dispensa o uso da cultura celular devido a maior concentragdo de células-
tronco mesenquimais contida na mistura das células da fracdo vascular
estromal. As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo tém um
maior potencial de proliferacdo quando mantidas em um meio de cultura ideal,
chegando a expandir sete vezes mais rapido que as células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea em laboratério (COWAN et al.
2004). Em um experimento realizado com as células-tronco mesenquimais de
equinos, é observado um tempo de 2,1+0,9 dias por duplicacdo celular nas
células-tronco adultas derivadas do tecido adiposo, enquanto nas células
derivadas da medula 6ssea esse tempo é de 5+1,6 dias por duplicacao celular
nas células-tronco derivadas da medula éssea durante a primeira passagem
(VIDAL et al. 2006; VIDAL et al. 2007).

A cultura das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
€ semelhante ao descrito na cultura das células-tronco mesenquimais
derivadas da medula 6ssea. Entretanto podem ser observadas diferencas
quando sao comparadas as duas populacdes celulares, as células da fragao
vascular estromal ndo formam coldnias distintas, mas mostram uma
distribuicdo mais uniforme da aderéncia na placa de cultura (VIDAL et al. 2007).

Fatores como a idade do doador, tipo (tecido adiposo branco ou
marrom) e localizacdo (subcutdneo ou tecido adiposo visceral) do tecido
adiposo, tipo de procedimento cirurgico, condicbes de cultura, exposicao ao
plastico, densidade celular durante o plagueamento e as formulagbes dos
meios de cultivo podem influenciar na expansao celular (SCHAFFLER et al,
2007). Diferentes procedimentos cirurgicos utilizados para a coleta do tecido
adiposo podem afetar o potencial de crescimento em cultura das células-tronco
mesenquimais (OEDAYRAJSINGH-VARMA et al, 2006). Também existe uma
maior capacidade de aderéncia e crescimento celular das células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo de doadores jovens (SHI et al,
2005).
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2.3.7 Caracterizacao das Células-Tronco Mesenquimais

A identificacdo precisa das células-tronco é possivel utilizando-se
marcadores de superficie que, em conjunto, refletem as caracteristicas
bioldgicas e funcionais das células de forma geral e permitem também a
individualizacdo de um determinado tipo celular. As células-tronco
mesenquimais apresentam inimeros marcadores imunofenotipicos, entretanto
estes marcadores ndo sao especificos, ocorrendo em outros tipos celulares
(DE BARI et al. 2001). A expressdao da superficie das células-tronco
mesenquimais com os marcadores estdo demosntrados no quadro um (KERN
et al. 2006; DE UGARTE et al. 2003).

QUADRO 1: Feno6tipo molecular das células-tronco mesenquimais

Marcadores positivos das células- | Marcadores negativos das células-
tronco mesenquimais tronco mesenquimais
CD13 CD11c
CD29 CD14
CD44 CD19
CD73 CD31
CD90 CD34
CD105 CD45
CD106 CD56
CD166 CD133

CD144

O termo CD (Cluster designation = denominagdo de grupamento) é
utilizado para denominar anticorpos monoclonais criados em diferentes
laboratérios de todo o mundo contra os antigenos leucocitarios humanos. O
citbmetro de fluxo é um aparelho utilizado para a avaliagdo da emissdo da
fluorescéncia das células (FACS — Fluorescence Activated Cell Sorter). Alguns



20

aparelhos sao capazes de separar fisicamente as células de acordo com as
caracteristicas citomeétricas (ROITT, 1999).

Foi criado um critério minimo para a caracterizacdo da célula-tronco
mesenquimal humana (DOMINICI et al. 2006): ser aderente ao plastico quando
mantida em condicbes de cultura; possuir a habilidade de diferenciacéo
osteogénica, adipogénica e condrogénica; deve ainda expressar CD 73, CD 90
e CD 105 e nao pode expressar os marcadores da linhagem hematopoiética c-
kit, CD 14, CD 11b, CD 34, CD 45, CD 19, CD 79a e antigeno leucocitario
humano (HLA)-DR.

A maioria dos marcadores utilizados para a caracterizacdo das células-
tronco mesenquimais, ainda ndo foi desenvolvida especificamente para a
espécie equina e ha evidéncia de que alguns marcadores disponiveis para
outras espécies nao apresentam reacdo cruzada com as células-tronco
mesenquimais do cavalo (TAYLOR et al. 2007). Um exemplo desta n&o reacao
inter-espécies foi demonstrada em um estudo realizado (MAMBELLI et al.
2009), onde nao houve expressdo entre o marcador humano CD29 e as
células-tronco derivadas do tecido adiposo da espécie equina.

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
apresentam caracteristicas fenotipicas parecidas com as células-tronco
mesenquimais derivadas da medula éssea. Ambas possuem um potencial de
expressao dos marcadores de superficie semelhantes (DEKTER et al. 2005).

Varios estudos mostram expressao semelhante entre os marcadores da
superficie celular das células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
e das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo. Ambas
apresentam reacao positiva a analise pelo aparelho de citometria de fluxo e
pela imunocitoquimica aos seguintes marcadores; CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105, CD166, HLA-ABC, vimentina, colageno tipo I, fibronectina,
ASMA (monoclonal antibodies to smooth muscle a-actin). E apresentam reacao
negativa aos seguintes marcadores; CD10, CD14, CD24, CD31, CD34, CD36,
CD38, CD45, CD49d, CD117, CD133, SSEA4, HLA-DR (WAGNERA et al.
2005, ZUK et al. 2002, KERN et al. 2006).

Em um estudo mais recente foi realizada a comparacéo da expressao da
superficie das proteinas das células-tronco mesenquimais humanas derivadas
de diversas fontes (medula déssea, sangue do corddao umbilical e tecido
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adiposo), onde pode ser observada a expressdao do CD106 em todas as fontes,
entretanto, a porcentagem de positividade das células-tronco mesenquimais
derivadas da medula 6ssea foi o dobro se comparada com as células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (KERN et al. 2006). O CD106 é
ligado a uma molécula de superficie das células-tronco mesenquimais
conhecida como VCAM que é associada com a hematopoiese e a migracao
celular (LEVESQUE et al. 2001), caracteristicas que estdo mais associadas as
células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea que as células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo, sendo esta uma possivel
explicacdo para essa diferenca na expressao do marcador CD106.

Alguns grupos independentes de pesquisa tém encontrado um perfil de
expressao das proteinas da superficie das células-tronco adultas derivadas do
tecido adiposo altamente compativel, porém nao idénticas (GRONTHOS et al.
2001). Essa discrepancia dos resultados pode ser explicada pelos diferentes
métodos de isolamento das células, o tempo de cultura celular antes da
analise, o uso de anticorpos monoclonais detectando diferentes epitopos da
mesma proteina de superficie e aos diferentes graus de sensibilidade utilizados
para a analise da citometria de fluxo (GIMBLE et al. 2003).

Comparada com as células-tronco mesenquimais derivadas da medula
0ssea, as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo possuem
um potencial similar de diferenciacdo em células e tecidos de origem
mesodermal, como adipécitos, cartilagem, o0sso e muasculo esquelético
(SCHAFFLER et al. 2007). Entretanto, existem diferencas no tempo de
diferenciacdo osteogénica entre os dois tipos celulares: as células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea aparentam ter um maior potencial
de diferenciacdo osteogénica quando comparado com as células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo, que pode ser correlacionado com
as diferencas de expressao da fosfatase alcalina entre essas duas populagcdes
celulares indiferenciadas (VIDAL et al. 2007). Também quanto a diferenciacao
adipogénica, é observado que as células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo equino apresentam uma forte diferenciagdo das células em
adipdcitos (VIDAL et al. 2007). Uma possivel explicagdo para o maior potencial

de diferenciacao das células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
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€ que essa fonte de células-tronco é conhecida ha um maior tempo, e por isso

tem-se um maior dominio da técnica de diferenciacao utilizando essa fonte.

2.3.8 Implante celular guiado por imagem do ultra-som

O melhor momento para a instituicdo do tratamento e a dose ideal de
células-tronco mesenquimais a ser implantada ainda ndo foram determinados
para as diferentes fontes de células-tronco, tipos de lesdo e espécies de
animais (KOCH et al., 2009), por isso sao interessantes novas pesquisas para
estabelecer qual é a fonte de células progenitoras mais favoraveis segundo o
tipo de lesdo. Entretanto sabe-se que o momento ideal para o emprego das
células-tronco adultas no tratamento de tendinites em equinos é implantar
depois da fase inflamatéria, mas antes da formacao de fibrose no tecido (em
torno de 30 dias apos o inicio da lesdo), e que o nimero minimo de células
vidveis que devem ser administradas na 4rea lesada é de 10 x 10° (FORTIER e
SMITH, 2008). Oliveira (2008) induziu tendinite com a administracdo de
colagenase em cavalos, e observou que as lesbes atingiram a sua maxima
definicdo aos 30 dias apds a inducdo, com imagens anecbicas e hipoecbicas
na analise ultrassonografica.

O uso do ultrassom é muito recomendado para assegurar que o produto
seja administrado no local desejado com precisdo. O procedimento deve contar
com o auxilio de um assistente para segurar a probe do ultrassom para a
formacao de uma imagem nitida enquanto o profissional que realizara a
operacao possa manusear a seringa e a agulha com as duas méaos durante o
implante celular. Recomenda-se o uso de agulhas 21 ou 22 G, pois uma menor
agulha pode danificar as células-tronco, e uma agulha maior pode deixar vazar
células ao longo do caminho formado pela injecdo. A administracao deve ser
realizada vagarosamente o suficiente para evitar o desacoplamento entre a
seringa e a agulha devido a excessiva pressdao. O uso de bandagem estéril
logo apds o implante celular e sua manutengéao durante 24 horas é necessario
para o controle do aumento de volume e para a prevencao de contaminagao no
local injetado (DALGREN, 2008).
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2.4 AVALIACAO DO PROCESSO DE REPARACAO

O processo de cicatrizagdo pode ser acompanhado por métodos nao
invasivos, como a avaliagdo clinica e ultrassonogréfica; ou invasivos como a

biépsia para a realizacao de exames histopatol6gico e imunoistoquimico.

2.4.1 Avaliacao Clinica e Ultrassonografica

A avaliacao clinica, quando realizada com o animal em estacéao, é feita
pela inspecao e palpacao da regido afetada, na busca de sinais de inflamacéo,
como o aumento de volume, calor e dor a compressao tendinea. Entretanto, é
marcante a limitacdo destes métodos em definir com precisdo a estrutura
afetada, a intensidade do comprometimento e a fase de reparacao
(GENOVESE et al., 1986; ALVES et al., 1993).

A avaliacdo clinica também é realizada no animal em movimento, de
preferéncia ao trote ou marcha, para a verificacdo da presenca ou nao de
claudicacao e sua graduacao (REEF, 1998).

Em posse dessas informacdes, avalia-se o progndstico das lesdes
tendo-ligamentares de cavalos atletas, que até a década de oitenta néo
possuiam um método diagnostico adequado. A avaliacao era realizada clinica e
radiograficamente, agrupando lesdes leves e graves, agudas e crbnicas, em
um mesmo diagnostico. Com a falta de definicdo do problema, o tratamento era
instituido de maneira arbitraria e conseqientemente os resultados obtidos eram
pobres (HENNINGER, 1992).

A partir da aplicacdo da ultrassonografia na avaliagao de tenddes e
ligamentos de equinos, diversos artigos foram publicados sobre o exame
ultrassonografico na classificagdo das lesdes, como também o
acompanhamento do processo cicatricial (HAUSER e RANTANEN, 1982;
SMITH e WEBBON, 1996). O processo de reparo deve ser monitorado através
de exames ultrassonograficos repetidos do tendao a fim de evitar atraso na
cicatrizacdo durante a reabilitacdo (DYSON, 2004).
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O TFDS possui aparéncia ultrassonografica homogénea e ligeiramente
menos intensa que o TFDP. No corte longitudinal, a estrutura possui aparéncia
hiperecoica linear. A area tendinea avaliada pelo corte transversal é
considerada normal entre 0,60cm® e 1,20cm® dependendo da raca
(RANTAKEN et al., 1986; GENOVESE et al., 1986; GILLIS et al,. 1993; WOOD
et al., 1993; WOQD et al., 1994).

Uma lesdao tendinea focal e aguda, com rompimento das fibras e
consequente hemorragia, apresenta-se como area anecoica no corte
transversal, enquanto que no corte longitudinal € observada a auséncia do
padrdo fibrilar. A medida que o hematoma é substituido pelo tecido de
granulacao e a deposicao de colageno se inicia, no corte transversal observa-
se imagem hipoecéica e no corte longitudinal ecos curtos desalinhados
(GENOVESE et al., 1986; MARR et al., 1993; CRAYCHEE, 1995; REEF, 1998).

A tendinite recente e difusa possui aparéncia complexa, com a
alternancia de areas anecéicas e hipoecéicas, ocupando toda a area tendinea
em determinados cortes transversais, caracterizando a presenca de areas de
baixa densidade tecidual existentes na fase aguda e subaguda da inflamacéo.
No corte longitudinal, é observada a presenca de ecos curtos e desalinhados.
Quanto mais crénica a lesdo, mais ecodica a sua aparéncia, sua ecotextura
tende a heterogeneidade, com bordas irregulares, pouco diferenciadas das
estruturas vizinhas. No corte longitudinal, estas lesées costumam apresentar
fibras irregulares e desalinhadas. Durante o processo cicatricial, podem ser
formados pontos de fibrose intratendineos, representados no ultra-som (US)
por focos hiperecoicos (MARR et al., 1993; REEF, 1998).

A gravidade da lesao é definida pela combinacao de sua extensao, area
em corte transversal, ecogenicidade da lesdo e padréo de alinhamento das
fiboras no corte longitudinal. O aumento de volume tendineo com
hipoecogenicidade e preservacédo do padrao de alinhamento de fibras pode ser
uma evidéncia precoce de lesdo (REEF, 1998).

O calculo da porcentagem de comprometimento das fibras no corte
transversal habilita o profissional a comparar com maior precisdo a gravidade
da leséao inicial com exames posteriores, evidenciando a cicatrizacdo ou a piora
da lesdo (WHITCOMB, 2004). Em tendinites focais, sao classificadas de lesdes

leves aquelas com envolvimento focal de até 15% das fibras no corte
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transversal; moderadas as que atingem de 16 a 25%; e graves, acima de 26%
das fibras. No caso de tendinites difusas, 0 aumento da area tendinea servira
de parametro para sua classificacdo, sendo leves com aumento tendineo de
até 20%; moderadas com 21 a 35%; e graves com mais de 36% de aumento
de volume em relagdo a meédia fisiolégica, ou ao membro contralateral. Com a
classificacdo das lesbes é possivel determinar de forma mais precisa o
prognostico que acompanha a lesao instalada (GENOVESE et al., 1997).

2.4.2 Avaliacao Histopatologica e Imunoistoquimica

Dentre os métodos invasivos de avaliacdo do tecido cicatricial, um dos
mais utilizados, em estudos experimentais, € a biopsia tendinea com
subseqiente exame histopatolégico e imunoistoquimico. O exame
histopatolégico € de fundamental importdncia na avaliagdo das fibras
colagenas, celularidade, vascularizacdo e grau de organizacdo da MEC
durante o processo de cicatrizagao tendinea (ALVES, 1998).

Muitas técnicas de coloracao foram desenvolvidas para a avaliacao das
fibras colagenas ao microscépio 6ptico, sendo, em sua maioria, coloracdes
tricromicas. Embora as fibras colagenas aparecam geralmente bem coradas
por estes métodos, também sdo coradas outras estruturas que contém
colageno, como as fibras reticulares e as membranas basais. Deste modo, é
necessaria a analise imunoistoquimica para diferenciar os diferentes tipos de
colageno entre si, e em relacdo aos demais componentes colagenos
(HORTON, 1984; ALVES et al., 2001 a e b).

A imunoistoquimica fornece a marcacdo de antigenos especificos em
cortes histopatoldgicos, por uma reagdao antigeno-anticorpo, permitindo a
caracterizagcdao da expressao de uma determinada substancia ou constituinte
(CHANG et al., 1997).

Ainda nao se encontram disponiveis no mercado anticorpos especificos
para fibras colagenas tipo | e lll em eqlinos, estes sendo o0s principais
constituintes do tecido tendineo sadio e na sua reparagao, respectivamente. A
sua marcacao e diferenciagdo permitira avaliar a qualidade do tecido cicatricial
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formado. Para a sua identificacdo, existe a possibilidade de utilizacdo de
anticorpos policlonais produzidos em coelhos, aumentando a possibilidade de
reacao cruzada entre a espécie que o anticorpo se destina e a espécie eqlina.
Outra dificuldade encontrada é que o tecido tendineo é extremamente denso, e
as ligacdes cruzadas existentes em um tenddo sadio dificultam a ligacao
antigeno-anticorpo para que aconteca a reag¢ao de imunoistoquimica.

Outro anticorpo policlonal que pode ser utilizados para avaliagdo da
resposta tecidual a injuria é o anticorpo para VEGF (vascular endothelial growth
factor/ fator de crescimento endotelial vascular). Esta € uma importante
proteina sinalizadora envolvida na angiogénese. Sua atividade tem sido
estudada em células do endotélio vascular, e também possui efeito em outras
células, como na estimulacao da migracdo de macrofagos. In vitro, tem sido
observada acdo de estimulo da mitose de células endoteliais e na migragao
celular. Outra importante caracteristica € a de aumentar a permeabilidade
vascular.

Em um estudo realizado por OLIVEIRA (2008), foi realizada a terapia da
tendinite induzida com o implante das células mononucleares derivadas da
medula éssea, com posterior bidpsia aos 120 dias apds a inducdo da lesédo
para avaliacao imunoistoquimica utilizando os seguintes marcadores; colageno
tipo 1, colageno tipo Ill e VEGF. Entretanto, sé foi possivel evidenciar diferenca
entre os grupos tratados e controles quanto a expressao do colageno tipo I.

2.5 EXAME ULTRASSONOGRAFICO POWER DOPPLER

O exame realizado através de ultrassonografia Doppler vem se tornando
um método de escolha para a avaliacao da vascularizacdo de diversos 6rgaos,
especialmente os densos (ZANETTI et al., 2003). A unidade Doppler utiliza um
cédigo de cores para promover medidas de velocidade de fluxo sanguineo. O
exame Color Doppler permite apenas detectar a velocidade média, e possui um
limite maximo de velocidade detectavel (RISSELDA et al., 2006). A
sensibilidade e especificidade da ultrassonografia do Doppler colorido para
tendinite patelar em humanos mostrou ser 92% e 100%, respectivamente
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(KRISTOFFERSEN et al., 2005). O exame Power Doppler, ao contrario, ndo
fornece dados sobre direcdo do fluxo ou velocidade, porém € mais sensivel a
presenca e volume de fluxo, independentemente da angulacdo, e assim
possibilita a visualizacao de pequenos vasos (RISSELDA et al., 2006). Mais
recentemente o Power Doppler tem se mostrado util para o diagnéstico e
subsequentemente para o monitoramento dos efeitos das terapias em
humanos. A técnica utilizando o Power Doppler € superior para a deteccéao e o
monitoramento da hiperémia (aumento da vascularizagdo) nas estruturas
inflamadas (BOESEN et al., 2007).

O ultra-som Doppler tem sido importante na identificacdo de processos
inflamatérios em sua fase inicial e mais recentemente tem se tornado mais
acessivel para o uso na pratica veterinaria (POZOR e MCDONNEL, 2004).

Foi realizada a avaliacdo do fluxo sanguineo através do exame com
Power Doppler antes e ap6s o implante de células mononucleares derivadas da
medula 6ssea em um experimento de tendinite induzida em equinos.
Observou-se o inicio do fluxo sanguineo com 30 dias apds a inducao da lesao
e este pode ser observado por até 120 dias apds a inducdo da leséo,
entretanto, o fluxo encontrou-se mais acentuado entre os dias 60 e 90 apos a
inducao da lesdo. O fluxo pode ser observado tanto no grupo tratado, quanto
no grupo controle, entretanto, pode-se notar uma maior visualizagdo da

vascularizacdo nos membros tratados (OLIVEIRA, 2008).

3. OBJETIVOS

A presente investigacdo experimental foi desenvolvida em equinos
submetidos a tendinite do tendao flexor digital superficial, induzida
quimicamente pela injecao intratendinea de colagenase, com 0s seguintes
objetivos:

1- Avaliar a eficacia da utilizacao do implante autélogo de células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo no tratamento da tendinite.
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2- Isolar as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
equino e fazer o seu cultivo.

3- Realizar a caracterizagdo imunofenotipica da superficie das células-
tronco mesenquimais durante a 1° e a 2° passagens utilizando os seguintes
marcadores; CD13, CD44 e CD90.

4- Acompanhar o processo de reparacdao tendinea com exames
clinicos, exames ultrassonografico simples e com power doppler.

5- Avaliar a qualidade do tecido tendineo neoformado com identificacéo
das fibras colagenas tipo I, lll e do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) analisadas via imunoistoquimica em dois momentos (60 e 150 dias

apos a inducgao da lesao) .

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) e no Hemocentro da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), UNESP, campus de Botucatu.

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

A pesquisa foi aprovada pela Camara de Etica em Experimentacdo
Animal (parecer numero 106/2007). Foram utilizados 08 animais da espécie
equina, cujos membros anteriores foram distribuidos em dois grupos de oito
membros cada (GA e GB) e receberam diferentes tratamentos ap6és inducao de
tendinite pela aplicagdo de colagenase'. Os animais experimentais
apresentaram idades entre 2 e 3 anos e meio, sendo todos do sexo feminino,
sem raga definida. Todos clinicamente sadios, sem altera¢cdes no sistema
locomotor.

No Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia de Botucatu, os animais foram pesados, vermifugados com
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febendazol e receberam aplicagdo tépica de carrapaticida. Os cuidados se
iniciaram um més antes do desenvolvimento do experimento. Os equinos foram
mantidos em piquetes, sendo 2 animais por piquete, e receberam &agua,
alimentado concentrado balanceado e feno de “coast-cross”.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em dois grupos (A e B) de quatro animais, e
receberam os seguintes tratamentos apds a inducao da tendinite:

GRUPO A: Ambos os membros toracicos receberam uma injecao intra-
tendinea de colagenase (1,0ml; 2,5mg/ml), no terco médio da regido
metacarpiana, nos tenddes flexores digitais superficiais. Este grupo foi
subdividido em mais dois subgrupos: G1A (membro toracico direito) onde apdés
trinta dias da administracdo da colagenase, receberam no local da leséo, o
implante de CTM derivadas do tecido adiposo diluido em soro; G2A (membro
toracico esquerdo) correspondendo a um subgrupo que nao recebeu nenhum
tipo de tratamento. Os animais de ambos 0s subgrupos permaneceram
confinados em baias individuais e, apds trinta dias da terapia com células-
tronco (60° dia do experimento), foram submetidos a bidpsia tendinea de
ambos 0os membros.

GRUPO B: Também foi realizada a inoculacdo intra-tendinea de
colagenase (1,0ml; 2,5mg/ml), no terco médio da regiao metacarpiana, nos
tenddes flexores digitais superficiais de ambos membros anteriores. Este grupo
também foi subdividido em dois subgrupos, G1B (membro toracico direito) onde
apoés trinta dias da administracdo da colagenase, receberam no local da leséo,
o implante de CTM derivadas do tecido adiposo diluidas em soro e o G2B
(membro toracico esquerdo) correspondendo a um subgrupo controle. Os
animais de ambos o0s subgrupos permaneceram duas semanas confinados em
baias individuais, porém apds esse periodo foram submetidos ao esquema de
atividade fisica crescente com duracdao até o 150° dia. Neste periodo estes
foram avaliados através da ultrassonografia e da doppler-sonografia nos dias
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15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 150 apds a inducéo da lesdo e posteriormente foi
realizada a biépsia tendinea de ambos os membros.

Inducéo da lesédo Implante Bidpsia Biopsias
GAeGB celular G1Ae GiBe
G1Ae G1B G2A G2B

DIAS 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
FIGURA 1: Esquema do delineamento experimental.
G1A (grupo tratado); G2A (grupo controle); G1B (grupo tratado); G2B
(grupo controle).

4.3 ADMINISTRACAO DE COLAGENASE

A administracdo de colagenase foi considerada como o inicio do
experimento (dia 0). Todos os oito animais foram submetidos a indugéo de
lesdo nos tenddes flexores digitais superficiais em ambos 0s membros
anteriores, na regiao de terco médio do metacarpo. A lesao foi induzida através
da administracdo de 1mL de colagenase' na concentragdo de 2,5mg/mL.

Esta aplicacdo realizou-se apds sedagdo dos animais com xilazina 10%?2
(1,1mg/kg) via intravenosa, tricotomia e anti-sepsia da regido, e botdo
anestésico local com 1,5mL de lidocaina 2%°, sem vasoconstritor. A agulha
utilizada foi a 30 X 0,80mm (21G), sendo posicionada no local desejado, guiado
por ultrassom (GE Logiq 3, probe linear 7,5MHz). Uma seringa de 3mL,
contendo 1mL da solucdo de colagenase, foi entdo acoplada a agulha e o
liquido injetado. Apés a indugao, os animais foram tratados com fenilbutazona,
2,2mg/kg, IV, uma vez ao dia durante 7 dias. A formacdo de leséo foi

! Colagenase Tipo 1- Sigma-Aldrich C-0130
? Sedazine- Fort Dodge
? Cristdlia
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acompanhada com exame fisico diario (nos primeiros sete dias) e

ultrassonografico no 15° dia do experimento.

FIGURA 2: Inducao da lesdo com colagenase.

4.4 COLETA DO TECIDO ADIPOSO

A coleta do tecido adiposo € realizada na regido acima do musculo
gluteo dorsal (base da cauda), local utilizado devido a disponibilidade do
material, auséncia de grandes vasos e facil acesso. Foi realizado o preparo
cirirgico na base da cauda, com a realizagdao da tricotomia e posterior anti-
sepsia. Os animais foram tranquilizados com xilazina 10% (0.5-1mg/kg
intravenoso) e posteriormente foi realizada a infiltracdo da pele e do tecido
subcutaneo com anestésico cloridrato de lidocaina 2% utilizando um bloqueio
em L invertido. Uma incisdo de aproximadamente 10cm de comprimento foi
realizada paralela e a aproximadamente 15cm abaxial a coluna vertebral,
permitindo a visualizacdo de uma camada de tecido adiposo entre a pele e a
musculatura. Aproximadamente 5mL de tecido adiposo foi coletado, sendo
armazenado em tubo cénico de 50mL, estéril, contendo meio RPMI-1640 de
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modo que este ficasse completamente submerso. A sutura da pele foi realizada
com um fio de nylon em ponto simples separado. O material foi imediatamente
acondicionado em uma caixa térmica com gelo reciclavel e encaminhado ao

laboratério, sendo entdo submetido a sucessivas lavagens com tampao fosfato

(PBS - v/v) em tubos Falcon® estéreis.

FIGURA 3: Tricotomia da FIGURA 4: Coleta do
base da cauda. tecido adiposo.

4.5 SEPARACAO DA FRACAO VASCULAR ESTROMAL

As amostras foram encaminhadas em caixa térmica ao laboratério de
Engenharia Celular no Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu, e
manipuladas em fluxo laminar de forma a ser evitada a sua contaminagéo.

Inicialmente foram realizadas sucessivas lavagens do tecido adiposo em
solugdo salina tamponada a fim de evitar a contaminagcdo com o sangue total
previamente contido no tecido coletado. Apés esta etapa, o tecido adiposo foi
acondicionado em uma placa de petri e levado a balanca de precisdo para o
conhecimento do peso do material coletado.

Realizou-se delicada separagcdo mecénica do tecido adiposo com o
auxilio de lamina de bisturi e pinga anatébmica, para promover uma melhor
digestdo enzimatica. Adicionou-se solucao de 2mg/ml de colagenase diluida
em meio RPMI-1640, utizando o dobro do volume desta solugdo para cada
miligrama de tecido adiposo coletado.
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A placa foi levada a estufa a 37°C com 5% de CO, e mantida por 12
horas. Apds este periodo, a solucdo contendo o tecido adiposo digerido foi

transferido para um tubo tipo Falcon®, onde foi adicionado um igual volume a

solugdo previamente digerida de meio de cultura contendo 10% de soro fetal
bovino para promover a neutralizagdo da acao enzimatica.

Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a uma forgca centrifuga
relativa (FCR) de 260g a 15°C, separando o pellet celular contendo as células-
tronco mesenquimais.

Apébs a centrifugacdo o sobrenadante foi removido cuidadosamente e
adicionado o meio RPMI-1640, fez-se a sua homogeneizacao e foi novamente
centrifugado a uma FCR de 260g a 15°C durante 10 minutos para promover a
remocao completa da colagenase utilizada para a digestao enzimatica.

Novamente removeu-se 0 sobrenadante, s6 que neste momento
adicionou-se apenas 3ml de meio Knockout DMEM 10% de soro fetal bovino,
contendo L-glutamina, aminoacidos essenciais, aminoacidos nao essenciais,

antibiético-antimicético e fez a sua homogeneizagao. Utiliza um volume de 50

pl da solucdo e faz a contagem das células mononucleares e o calculo de

viabilidade celular utilizando o método de exclusdo por azul de tripan 0,2%,

contados em camara de Neubauer.
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FIGURA 5: Etapas da separacao da fracao vascular estromal. a) corte do
tecido adiposo em pequenos pedacos; b) adicionado a solugao de 2mg/mi
de colagenase diluida em meio Hepes; c) apdés 12 horas na estufa, é
centrifugado a uma FCR de 260g; d) teste de viabilidade celular com azul de
tripan (2%).

4.6 CULTURA DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais tem como caracteristica a aderéncia ao
plastico quando mantidas em condi¢cao de cultura, e todas as outras células
presentes na fragdo vascular estromal ndo apresentam essa caracteristica, por
isso, a cultura celular tem como finalidade isolar as células-tronco
mesenquimais, tornando a populacdo de células mais homogénea além de

expandir o seu numero.
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As células mononucleares da fragdo vascular estromal foram
plaqueadas (P0) em uma concentragdo de aproximadamente 10° células/cm? e
foram mantidas em estufa com ambiente humidificado, a 37°C, 5,0% de CO..
Com menos de 48 horas ja era possivel observar as células com
caracteristicas fibroblastéides aderidas a placa de cultura. O meio de cultura
era trocado em dias alternados ou quando houvesse alteragdo da cor do meio
de cultura, que era um indicadivo da alteracao do pH (de cor avermelhada para
cor amarelada).

As placas de cultura eram observadas em microscopia éptica em dias
alternados, para observar possiveis contaminac¢des e avaliar a sua confluéncia.
Quando a confluéncia da placa de cultura estava com confluéncia de 70%, a
tripsinizacdo da placa era realizada.

A tripsinizagdo consiste no despregueamento das células-tronco
mesenquimais que estdo aderidas ao plastico quando mantidas em condi¢cdes
de cultura utilizando tripsina 0,05%. Para a realizagdo desta, aspira-se todo o
meio de cultura, seguido da lavagem com PBS e em seguida adiciona a tripsina
até completa imersédo da superficie da placa de cultura. A placa de cultura foi
levada a estufa e mantida por 3 minutos, apds este periodo faz uma inspecéo
macroscopica para observar se houve o completo despregueamento das
células aderidas. Apds esta etapa, adiciona o meio de cultura contendo 10% de
soro fetal bovino para inativar a acao da tripsina . Com o auxilio de uma pipeta,
todo o volume contido na placa de cultura foi aspirado e transferido para um
tubo tipo falcon e centrifugado a uma FCR de 260g durante 10 minutos a 15°C.
Apos a centrifugacao, fez-se a lavagem do pellet celular formado com o uso de
PBS e novamente o material foi centrifugado em um procedimento idéntico ao
anterior descrito. Ap6s a lavagem, o pellet celular foi suspendido em meio de
cultura e fez contagem e viabilidade celular com azul de tripan (0,2%). As
células-tronco mesenquimais foram plagueadas novamente (P1) em uma
concentragdo de 10° células/cm? e mantidas em cultura até o momento do

implante celular.
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FIGURA 6: Cultura celular. a) plagueamento das células da fracao vascular
estromal (células-tronco mesenquimais); b) apdés 72 horas em cultivo ja é
possivel a visualizacdo das células com adesao no plastico; c) caracteristica
fibroblastbéide da célula-tronco mesenquimal; d) confluéncia de 80% da
placa de cultivo (tripsinizagao).

4.7 CARACTERIZAGCAO IMUNOFENOTIPICA DAS CTM

A caracterizagdo imunofenotipica da superficie das células-tronco
mesenquimais foi realizada em dois momentos, durante a primeira e segunda
passagem (P1 e P2) utilizando o aparelho de citometria de fluxo
(FACSCalibur). Para a realizagéo deste, removeu-se uma amostra de 30 x 10*
células para cada teste realizado e utilizou-se os seguintes marcadores; mouse
anti-rat CD90 FITC (isotiocianato de fluoresceina), mouse anti-horse CD13,

mouse anti-horse CD44. Os marcadores CD13 e CD44 sao especificos da
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espécie equina, ja o marcador CD90 é especifico de uma espécie distinta ao
cavalo, por isso foi observado se houve a reacéao inter-espécie. Os marcadores
especificos, necessitam de um marcador secundario para a sua analise, para
isso foi utilizado o marcador goat anti-mouse IgG-FITC.

Para o controle negativo dos marcadores utilizados nas amostras foram
realizados o0s seguintes testes para a correta calibracdo do aparelho de
citometria de fluxo: leitura da fluorescéncia das células e leitura da
fluorescéncia das células adicionadas ao anticorpo secundério (goat anti-
mouse IgG-FITC).

4.8 IMPLANTE CELULAR GUIADO POR IMAGEM DO ULTRASSOM

O pellet contendo as células-tronco mesenquimais foi acrescido de
0,5mL de soro autdlogo e colocado em seringa de 1TmL e transportado do
laboratério ao local que se encontravam os animais dentro de uma caixa fria,
também com gelo reciclavel.

Os membros tratados (G1A e G1B) receberam injecao intratendinea das
células-tronco mesenquimais, ao 30° dia apds a inducéo da lesao.

Os animais foram submetidos a procedimento semelhante ao descrito
para realizagdo de inducdo de lesdo, sendo sedados e o membro preparado
com tricotomia, antisepsia e botdo anestésico.

Com auxilio de ultra-som, posicionou-se agulha 30 X 0,80mm no centro
da lesdo, acoplada a seringa contendo as células, e estas injetadas. O
procedimento foi realizado com auxilio de aparelho GE LOGIQ 3, do
departamento de Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecia (FMVZ) da Unesp de Botucatu.
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FIGURA 7: Implante das células-tronco mesenquimais. a) seringa
contendo as células-tronco dissolvidas em soro autélogo. b) avaliagao
ultrassonografica no momento da injecao tendinea com formacao de
imagem hiperecdica.

4.9 ATIVIDADE FiSICA

Apoés o implante celular, os animais foram submetidos a uma atividade
fisica controlada e progressiva, seguindo o esquema a seguir:
e 45°-60° dia: andar ao passo, por 15 minutos, uma vez ao dia (GA e GB).
e 61°-90° dia: andar ao passo, por 15 minutos, duas vezes ao dia (GB).
e 91°-120° dia: andar ao passo, por 30 minutos, uma vez ao dia (GB).

e 1212-150° dia: andar ao passo, por 30 minutos, duas vezes ao dia (GB).

4.10 ACOMPANHAMENTO FiSICO E ULTRASSONOGRAFICO

Os animais foram acompanhados diariamente durante 1 semana apés a
inducéao de lesdo, e semanalmente até o momento de realizagdo de bidpsia.

Os parametros avaliados ao exame fisico foram grau de claudicacéo
(escores de 0 a 5) (STASHAK, 2002), presenca de sensibilidade (graduado
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como O-ausente, 1-leve, 2-moderado e 3-severo), aumento de temperatura
(presente ou ausente), e aumento de volume (sendo medido o perimetro da
regiao lesada, considerado normal no momento anterior a indugao).

Procedeu-se ainda o exame ultrassonogréafico (com aparelho GE Logiq
3, provido de transdutor linear 7,5 MHz) dos animais nos dias 0, 15, 30, 45, 60,
75,90, 105, 120, 135 e 150 para que fossem avaliados:

- tamanho do tendao;

- tamanho da leséo;

- porcentual da area lesada no interior do tendao;

- ecogenicidade da lesdo, graduada de 0 a 4, da seguinte forma
(GENOVESE et al.,1986):

0 - padrao normal (ec6ico)

1 - queda de 25% do padrao ecdico (predominantemente ecdico)

2 - queda de 50% do padrao ecoico

3 - queda de 75% do padrao ecoico (predominantemente anecdico)

4 - queda de 100% do padrao ecéico (totalmente anecdico)

As imagens obtidas foram gravadas para posterior comparacao entre os
diferentes momentos e grupos de animais.
As lesbes, apesar de bem visiveis, encontravam-se difusas no tendao e

constantemente alteravam sua forma a cada avaliacao.

4.11 AVALIACAO POR ULTRASSONOGRAFIA POWER DOPPLER

Exames Power Doppler foram realizados no tenddo flexor digital
superficial anteriormente a inducédo da lesdo, quando se observou a auséncia
de sinais, representando a nao existéncia de patologias tendineas.

Os animais foram acompanhados nos dias 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120, 135 e 150 apdés a inducdo de lesdo, sendo realizados exames
ultrassonograficos Power Doppler (GE Logig 3, probe linear 7,5MHz), para
identificacdo da existéncia de vasos, a presenca de fluxo sanguineo e sua
localizagdo. A existéncia de fluxo sangliineo € notada pela visualizagdo de
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focos coloridos na imagem, chamados de sinais, e suas cores representam a
direcéo deste fluxo, se aproximando ou distanciando da probe.

Foi desenvolvida uma escala, com os escores variando de 0 a 3, sendo
avaliados os sinais do Power Doppler, considerando a combinacdo entre a

intensidade do sinal e o nimero de sinais.

4.12 BIOPSIA

Os animais foram biopsiados em dois momentos, no 60° dia e no 150°
dia, sendo retirado um fragmento do tendao flexor digital superficial de até
1cm? no local da lesdo. Para este procedimento ser realizado, os animais foram
submetidos a anestesia geral, sendo realizada medicacéo pré-anestésica com
acepromazina® (0,5mg/kg) e xilazina 10% (0,5-1,0mg/kg), inducdo com
ketamina® (2,2mg/kg) e diazepan, sendo mantidos com anestesia inalatéria
com isofluorano®. Bloqueio anestésico local foi realizado com 20mL de
lidocaina para bloqueio dos nervos mediano, antebraquial cutaneo medial e
ulnar.

Optou-se por manté-los em decubito lateral direito, permitindo acesso a
ambos 0s membros anteriores. Realizou-se incisdo de aproximadamente 5cm
de comprimento, tanto em pele como no subcutaneo, divulsionando tecidos e
fibroses formadas. O tendao foi entao identificado e individualizado com auxilio
de uma hemostatica. Segundo imagens ultrassonograficas da lesao inicial e
marcacao prévia da altura da lesdo no membro, escolheu-se o local a ser
biopsiado, sendo esta realizada com lamina de bisturi n® 15. O fragmento foi
colocado em frasco contendo formalina tamponada 10%, sendo identificados o
namero e o membro do animal. Procedeu-se a sutura do paratendao e pele
com fio nylon 2-0, seguido da realizacdo de bandagem protetora e
administragdo de antiinflamatorio ndo esteroidal (meloxicam, 0,6mg/kg, SID, via
oral) por 5 dias. Adicionalmente, durante o periodo pés-operatério, foram

* Acepran 1%- Univet
? Vetaset- Fort Dodge
% Cristdlia
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realizados curativos diarios da ferida cirdrgica, bem como o monitoramento

clinico.

4.13 ANALISE HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA

Os fragmentos foram processados no Laboratério de imunoistoquimica
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina e Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Paulista — Campus de Botucatu. O
processamento dos fragmentos foram realizados pelos métodos convencionais
para inclusao em parafina e obtencéo de cortes histopatolégicos, corados pelos
métodos de Hematoxilina — Eosina (H.E.) e pelo Tricromio de Masson. A
analise histopatologica foi feita por microscopia Optica, sem o prévio
conhecimento dos grupos a que pertenciam as laminas.

Para a avaliacdo das alteracdes histopatoldgicas da reparacdo dos
tendbes lesados foram considerados: a quantidade e as caracteristicas dos
fibroblastos, a presenca de neovascularizacao, a presenca de fibras colagenas,
a aparéncia da matriz extracelular e o seu arranjo, como também o grau de
organizacao tecidual.

Para a realizagdo da técnica de imunoistoquimica, novos cortes de 3
micrdmetros de espessura foram obtidos dos blocos de parafina, e distendidos
em laminas histolégicas Immunoslides (EasyPath). Para a incubagdo com os
anticorpos primarios colagenos tipo | e tipo Ill, o material foi desparafinizado
com banhos sucessivos em xilol, trés passagens em alcool absoluto seguido da
solucado alcoolica em concentracdo decrescente (95% e 85%), e a recuperagao
antigénica foi realizada através da digestdo enzimatica com pepsina 1% (pH
1,8), ficando 10 minutos em estufa a 60°C e outros 50 minutos em estufa a
37°C. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com peréxido de hidrogénio
(3%) em metanol, durante 20 minutos, seguido de 10 lavagens com agua
destilada, e 2 lavagens de 5 minutos com TRIS (pH 7,4). Apds o bloqueio de
peroxidase, segui-se 0 bloqueio de ligagdes inespecificas com leite em po6
Molico® a 3%, por 1 hora em estufa a 27°C, posteriormente as laminas foram
lavadas com solugdo TRIS. A incubacao dos anticorpos primarios foi feita por
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18 horas (overnight) a 4°C, utilizando-se anticorpos policlonais anti-bovino para
colageno tipo I’ e para colageno tipo lII*. As diluicdes foram 1:2000 e 1:1000
respectivamente. O anticorpo secundario utilizado foi o EnVision®, incubado a
temperatura ambiente por 1 hora. O material foi entdo incubado com DAB'
como cromdgeno, com diluicdo de 1 gota por mililitro. A contra-coloragéo foi
feita com hematoxilina.

Para determinar a expressao dos colagenos nas amostras coletadas dos
tend6es dos animais do grupo controle e tratado, foram avaliados 5 campos de
cada fragmento. Em cada campo foi mensurado o porcentual de células
marcadas (Figura 21 e 22), com auxilio do programa Leica Qwin 3.0, através
do processador de imagens binarias, com realizacdo da deteccao das regioes
marcadas, realizando sua mensuracao, apresentadas em porcentual de regides
marcadas por campo.

Também realizou-se imunoistoquimica para VEGF''. O processo iniciou-
se com desparafinizagdo, semelhante ao feito para as fibras colagenas, porém
a recuperacao antigénica foi feita com o uso de calor, através de banho maria,
20 minutos, em solugéo pré aquecida de TRIS-EDTA (pH 9,0). O bloqueio da
peroxidase enddgena foi feito de maneira semelhante ao anteriormente citado.
O anticorpo primario foi incubado a 4°C, por 18 horas, na diluicdo 1:25. A
incubagdo do anticorpo secundério foi feita com Advance'?, durante 1 hora,
seguido do cromégeno, feito com DAB, e contra-coloracdo feita com
hematoxilina de Meyer. A area de cada corte, com expressao de VEGF foi
avaliada com auxilio do programa de analise de imagens Leica Qwin 3.0,
avaliando-se cinco campos com maior intensidade de marcagao.

Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo primario por
imunoglobulina da espécie de cada anticorpo primario (imunoglobulina de
coelho para os colagenos | e lll e imunoglobulina de camundongo para o
VEGF). Utilizou-se uma lamina de tendado de equino, previamente testada,

" NOVOTEC Rabbit anti-bovine type I collagen, #20121

¥ NOVOTEC Rabbit anti-bovine type III collagen; #20321

’ DAKO K4061

' DAKO Liquid DAB + Substrate Chromogen System Igual Advance
" DAKO Monoclonal mouse anti-human; clone VG 1; M7273
""DAKO ADVANCE™



43

como controle positivo para os dois tipos de coladgeno e a marcacao positiva
dos vasos para VEGF foi considerada um controle interno positivo.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis escore de claudicacao e grau de lesao foi realizado o
Teste de Friedman separadamente para os grupos tratados e controle, ao
longo dos momentos de avaliacdo (HOLLANDER e WOLFE, 1973).

Para as variaveis quantitativas continuas (Circunferéncia de tendao,
Area do Tendao, Area da Lesdo e % da Area da Lesao) realizou-se Andlise de
Variancia para Medidas Repetidas (Two Way Repeated Measures ANOVA)
com efeitos aleatorios, incorporando a dependéncia entre as observagdes ao
longo dos momentos observados e entre as observacbées no mesmo animal
(DIGGLE et al., 1994).

Para as caracteristicas imunoistoquimicas, Colageno Tipo |, Colageno
Tipo lll, foram realizadas duas analises de variancias, uma para os dados da
biépsia aos 60 dias e outra para os da bidpsia aos 150 dias. O delineamento foi
em blocos casualizados, comparando-se o grupo tratado e grupo controle, com
20 repeticoes.

5. RESULTADOS

5.1 ADMINISTRACAO DE COLAGENASE

Os animais permitiram a manipulagdo no momento da inducao da leséao
com a sua contencdo em brete e com o0 uso de tranquilizantes. Também foi
utilizado o botdo anestésico local, para a dessensibilizagcdo. Notou-se
resisténcia no momento da injecao intra tendinea da colagenase.

As lesdes iniciaram-se difusas e foram se organizando com o passar dos

dias.
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A necessidade da padronizacao de lesdes para verificacdo da agéo do
tratamento em questao, fez com que, em dois animais, fosse decidido induzir
novamente a lesdo 10 dias apds o primeiro procedimento, com a mesma

quantidade e concentracao de colagenase.

FIGURA 8: Aumento de volume observado apés 3
dias da aplicacao de colagenase.

5.2 TECNICAS DE ISOLAMENTO DAS CELULAS DA FRACAO
VASCULAR ESTROMAL

5.2.1 Coleta do tecido adiposo

A coleta foi realizada seguindo as instrucbes de Vidal (2007), a
contengcdo em brete, associada a tranquilizacao e ao bloqueio anestésico local
em L invertido demonstraram-se adequadas para a coleta do tecido adiposo,
entretanto devido ao baixo escore corporal de alguns animais, houve
dificuldade na obtencdo de um maior volume de tecido adiposo.

Apoés a coleta, os animais foram mantidos em baia e foi realizado
diariamente o curativo utilizando Clorexidine 0,5% e repelente até o 10° dia
apods a coleta do tecido adiposo, quando foi realizada a retirada dos fios de
sutura. Nao houve nenhum problema de contaminacédo ou de cicatrizagdo das
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feridas cirurgicas realizadas durante o experimento. Entretanto, foi necessaria a
coleta do tecido adiposo de um dos animais utilizados no experimento por trés
vezes devido a contaminacdo durante o periodo de cultura (este animal
apresentava alopecia no inicio do experimento).

Em média obteve-se 1-2 gramas de tecido adiposo coletado da base da
cauda de cada animal, sendo este material acondicionado imediatamente

dentro de um tubo estéril contendo PBS.

5.2.2 Separacao da Fracao Vascular Estromal

O numero de células obtidas em cada animal, assim como a sua
viabilidade (feita pelo teste de exclusao do azul de tripan 0,2%) e o numero de
células viaveis, estao apresentados na tabela 1.

Em média, observou-se uma viabilidade celular de 84%, com média de
16 X 10° células totais e média de 13,45 X 10° células viaveis.

QUADRO 2: Numero de células obtidas, viabilidade celular e nUmero de células

vidveis por animal.

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 | MEDIA
Peso (g) 1,40 | 1,48 | 2,81 | 0,98 | 1,26 | 1,62 | 2,69 | 257 | 1,85

Necélulas  (x10°% | 11,7 |17,7| 16,8 | 16,0 | 13,6 | 18,6 | 19,2 | 14,4 16

Viabilidade celular (%) | 74,3 | 84,7 | 78,9 | 86,2 | 88,0 | 74,1 | 92,1 | 93,7 84

Ne cél. viaveis (x10°) | 8,7 | 15,0 | 13,2 | 13,8 | 11,9 | 13,8 | 17,7 | 13,5 | 134
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5.3 CULTURA DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

A técnica descrita para a cultura celular mostrou-se viavel e os valores
do numero de células viaveis na primeira e segunda passagem estao
apresentados na tabela 2.

Em média, observou-se um numero total de células-tronco
mesenquimais viaveis de 14,3 x 10° durante a primeira passagem (P1), e de
40,3 x 10° durante a segunda passagem (P2).

QUADRO 3: Numero de células viaveis nos momentos; PO (plagueamento

inicial), P1 (primeira passagem), P2 (segunda passagem).

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 | MEDIA

Ne cél. PO (x 10%) | 8,7 | 15,0 | 13,2 | 13,8 | 11,9 | 13,8 | 17,7 | 13,5 | 13,45

Necél. P1(x10% | 91 | 156 | 16,2 | 14,2 | 13,3 | 14,5 | 17,8 | 14,1 | 14,35

Ne cél. P2 (x 10%) | 28,2 | 38,3 | 52,9 | 40,3 | 37,1 | 10,2* | 46,2 | 39,1 | 36,53

O animal numero 6*, apresentou um baixo valor de numero de células
no momento do implante (P2), devido a formagao de um aglomerado de células
que nao pode ser dissolvida por completo durante a homogeneizagcdo com o
uso de pipeta. Portanto, a contagem do numero celular e o calculo da
viabilidade celular neste animal, foi prejudicado e certamente havia um maior

nuamero de células que o valor demonstrado na tabela anterior.

5.4 CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA DAS CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS

A caracterizacdo imunofenotipica das células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo foram realizadas utilizando os marcadores CD13,
CD44 e CD90 durante a primeira e a segunda passagem (P1 e P2). Os valores
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obtidos durante o teste estdo demonstrados na tabela 3 e a média dos valores
estdo apresentados na tabela 4.

QUADRO 4: Caracterizagao imunofenotipica da superficie das células-tronco

mesenquimais durante a primeira passagem (P1) e segunda passagem (P2).

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 MEDIA
CD13 (%) 1,36 5,43 9,86 6,25 | 10,32 | 3,92 | 3,68 9,66 6,31

P1 | CD44 (%) | 54,44 | 25,95 | 59,01 | 45,21 | 17,97 | 19,79 | 53,64 | 85,83 | 45,23
CD90 (%) | 94,32 | 95,34 | 93,47 | 97,24 | 91,04 |93,82| 91,08 | 94,73 | 95,15
CD13 (%) 4,51 3,48 6,72 7,54 596 | 6,57 | 9,57 6,06 6,30

P2 | CD44 (%) | 40,51 | 67,76 | 87,24 | 74,31 | 71,93 | 93,11 80 47,81 | 70,33
CD90 (%) | 95,22 | 94,55 | 93,69 | 98,53 | 92,8 [96,49| 91,44 | 98,53 | 95,15

Foi realizada a anélise de variancia por delineamento inteiramente ao
acaso para comparar se ha diferenca estatistica significativa quanto aos
marcadores utilizados comparando sua expressao nas diferentes passagens.
Houve diferenca estatistica significativa na expressdao somente do CD44, que

foi maior na segunda passagem (P2) se comparado a primeira passagem (P1).

5.5 IMPLANTE DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

O implante celular pode ser realizado com sucesso apdés a contencéo
dos animais em brete e a sedacao seguida do bloqueio anestésico.

Todos os animais tiveram as células implantadas no centro da lesao ou
muito préximas a ela.

A realizacdo do implante se mostrou uma técnica simples, e a utilizagdo
de aparelho de ultra-som Logig 3 (GE) permitiu a correta implantacdo das
células no local da lesdo por uma maior facilidade de visualizagdo da agulha
durante todo o procedimento, inclusive da movimentagdo da administracdo das
células no interior da lesdo. E importante ressaltar a mudanca da
ecogenicidade da lesdo logo apdés o momento do implante celular, o que

provavelmente se deve a maior ecogenicidade produzida pela alta
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concentracao celular, que a curto prazo pode ser considerada erroneamente
uma melhora da leséo.

Também pode ser observado com o auxilio do aparelho de ultrassom
Logic 3 (GE) que uma alicota da solugdo contendo as células-tronco
mesenquimais que foi injetada no centro da lesdo tendinea, sofreu um
retrocesso junto ao canal formado pela prépria agulha utilizada durante o
implante celular, o0 que nos levou a concluir que parte do material injetado nao
se aderiu ao local desejado (cento da lesao), ficando esta porcao das células-

tronco mesenquimais difusas em areas adjacentes ao tendao.

FIGURA 9: Visualizagdo da agulha no interior do TFDS
no momento do implante celular (imagem hiperecoica).
Imagem feita com aparelho GE LOGIQ 3.
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5.6 ANALISE DO REPARO TENDINEO

5.6.1 Avaliacao Clinica

Achados clinicos como o aumento de volume, dor a palpagao
(sensibilidade) e claudicacdo estiveram presentes desde a inducdo da lesao
até o momento da bidpsia, variando de intensidade entre os grupos.

Todos os parametros avaliados mostraram melhora gradativa. O
aumento de temperatura local foi o primeiro pardmetro a regredir
completamente (ao redor dos 30 dias), ao contrario do aumento de volume, que
permaneceu até o momento da biopsia (60 e 150 dias), mesmo que leve. O
volume maior (medido como o perimetro do metacarpo na regiao lesada) foi
observado em dois distintos momentos, aos 3 dias ap6s a indugédo da lesao e
aos 75 dias apés a inducao da lesao (principalmente nos membro tratados), se
igualando ao volume dos membros controle no término do experimento. O
aumento da circunferéncia do tendao aos 60 dias ap0s o inicio do experimento
€ condizente com o inicio do programa de atividade fisica controlada e

progressiva.

= Grupo Tratado

Escore Claudicacao

= Grupo Controle

ST I IR T SR TR SRR SRR

Momentos {dias)

FIGURA 10: Escore de claudicacdo em fungao de diferentes momentos.
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Quanto a atividade locomotora apds administracdo de colagenase,
observou-se claudicacao variavel, aos 3 dias apés a inducao da lesao o escore
médio dos animais foi de grau 2, o grupo controle obteve um valor médio igual
a zero a partir dos 90 dias ap6és a indugao da lesédo, enquanto o grupo tratado
apresentou o escore meédio de claudicacao igual a zero a partir do 105° dia do
experimento. De uma forma geral, o grupo tratado veio apresentando
parametros muito semelhantes ao grupo controle até o momento de implante
celular, entretanto apdés este momento houve elevacdo do escore de
claudicacdo e perimetro de canela no grupo tratado em relagdo ao grupo
controle. Nao houve diferenca significativa entre os perfis médios entre os
grupos tratado e controle quando se fez a analise estatistica quanto ao escore

de claudicacgao e circuferéncia de tendao.

FIGURA 11: Circunferéncia do terco médio da regido metacarpiana
em fungéo dos diferentes momentos.

5.6.2 Analise Ultrassonografica

Os resultados da avaliacdo ultrassonografica da lesdo, apdés uma
semana da aplicagdo de colagenase, demonstraram imagem hipoecédica na
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maioria dos animais, possibilitando sua delimitagdo e mensuragdo, mas ainda
ndo completamente definida em sua forma, que variou diversas vezes durante
todo o periodo da pesquisa.

Os resultados obtidos no exame ultrassonografico demonstraram que os
150 dias de acompanhamento ndo foram suficientes para que as lesdes
atingissem a normalidade do padréo ecoico, definida como escore zero.

Nao houve diferenca significativa entre a area média do tendao, area
média da leséo, porcentagem da area da lesao e quanto ao grau da lesao entre
0s grupos (para todos os momentos). Entretanto, pode ser obervado um
aumento da area da lesdo no grupo tratado a partir dos 45 dias, com o pico aos
75 dias. A analise da porcentagem de comprometimento de fibras, calculada
pela relacdo entre a area lesada e area total do tendao (Figura 14), revelou-se
semelhante a situacdo apresentada em relacdo a area da lesdo. A possivel
explicagdo para esse fato, é que o grupo tratado recebeu a administracdo das
células-tronco mesenquimais no 30° dia do experimento, 0 que possivelmente
causou uma inflamacdo que pode ser nas seguintes avaliagdes
ultrassonogréficas.

Ao comparar-se a média de ecogenicidade da lesdo dos grupos nos
diferentes momentos (Figura 15), observou-se que a média da ecogenicidade
da lesédo inicial foi a mesma em ambos 0s grupos, apresentando seu maior
valor aos 30 dias e diminuindo na sequéncia. O tempo de 150 dias foi
insuficiente para que a lesdo atingisse padrdao ecéico normal tanto nos

membros tratados quanto nos membros controles.
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FIGURA 12: Perfis médios da area do tenddo (cm?) em fungao dos
diferentes momentos.
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FIGURA 13: Perfis médios da area da lesdo (cm?) em fungado dos diferentes
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FIGURA 15: Perfis médios do grau da ecogenicidade em funcao dos
diferentes momentos.
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5.6.3 Avaliacao por Ultrassonografia Power-Doppler

Foi estabelecido o PRF (define a amplitude maxima a ser exibida pelo
Power-Doppler) de 0,3 como padrao, sendo mantida esta PRF para a avaliacao
de todos os animais do experimento. As imagens a serem consideradas foram
aquelas produzidas quando 0s animais encontravam-se completamente
estaticos, pois qualquer tipo de movimento, inclusive cutaneo, aumentava
consideravelmente a quantidade de sinais, podendo ocorrer uma interpretacao
errbnea das imagens.

A vascularizacao pbde ser claramente observada nas imagens da regiao
lesada, inclusive no proprio local da lesdo. Uma grande variedade na
intensidade, tamanho e numero de sinais puderam ser notadas (Figura 16).

Em todos os animais, nenhuma presenca de fluxo foi observada antes
da indugao da lesdo e durante a fase aguda do processo inflamatério (aos 15
dias). Pode ser observada presenca de fluxo somente nos grupos tratados
apdés o implante das células-tronco mesenquimais em dois momentos, aos 45
dias com cinco membros tratados apresentando média do escore
ultrassonografico Power Doppler de 1,1 (totalizando 15 dias apés o implante), e
aos 60 dias com quatro membros tradados com presenca de fluxo sangtiineo
esbocando média de escore dos sinais ultrassonograficos Power Doppler de
0,8 (totalizando 30 dias apds o implante). Nao foi possivel a identificacao de
fluxo ap6s os 60 dias do experimento no grupo tratado e nenhum dos membros
controle apresentou fluxo, independente do momento da avaliagcao.
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FIGURA 16: Avaliacao por ultrassonografia Power Doppler. a) avaliagao do
membro tratado aos 45 dias do experimento; b) avaliagdo do membro
controle aos 45 dias do experimento; ¢) avaliacdo do membro tratado aos
60 dias do experimento; d) avaliagcdo do membro controle aos 60 dias do
experimento.

5.6.4 Bidpsia

Um leve aumento de volume, tanto no grupo controle quanto no grupo
tratado, ainda se fazia visivel nos dois momentos da biépsia (60 e 150 dias
apds a inducdo da lesao). Todos os animais apresentaram sangramento em
maior ou menor grau no momento da incisdo de pele, sangramento este
considerado de maior intensidade se comparado a um animal sadio. Alguns
dos cortes dos animais biopsiados aos 60 dias apds a inducao da lesao (GA)

apresentavam aspecto gelatinoso, sem o padrao usual das fibras tendineas.
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Toda a regiao ao redor da lesao, incluindo o tecido subcutaneo e paratendao,
apresentava grande quantidade de fibrose, aspecto observado principalmente
no grupo (GA), (Figura 17). No entanto, ndo foi possivel determinar o local
exato da area lesada visualmente nos animais que foram biopsiados aos 150
dias apbés a inducdo da lesdo (GB), sendo necessaria a visualizacao da
imagem ultrassonogréfica para a correta localizagdo da area lesada.

FIGURA 17: Bidpsia tendinea. a) grande presenca de fibrose pode ser
observada. b) tenddo é apresentado com auxilio de pinga, e com o
bisturi, retirou-se um pequeno fragmento.

5.6.5 Analise Histopatoldgica e Imunoistoquimica

Nao foram observadas a avaliacdo histopatolégica caracteristicas de
fase aguda, como necrose tecidual, edema ou hemorragia. Tanto o grupo
tratado como o grupo controle apresentaram uma hipercelularidade,
caracterizando o estagio de evolugao da reparagao do tecido lesado.

No exame histopatolégico do grupo tratado que foi biopsiado aos 60 dias
apos a inducao da lesao (G1A) foram observadas fibras colagenas mais bem
definidas, com maior organizacdo e alinhamento, como também ondulacées
mais representativas se comparado ao grupo controle (G2A), porém ainda nao
semelhante ao tecido sadio (Figura 18). Os nucleos do fibroblastos
encontravam-se mais alongados, porém a celularidade ainda foi alta, se

comparado a celularidade encontrada em um tendao normal.
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FIGURA 18: Tendao sadio (HE 200X).

Os vasos tenderam a se alongar longitudinalmente, no sentido da forca
exercida sobre o tendéo.

O grupo controle (G2A) apresentou fibroblastos com nudcleos mais
arredondados e as fibras encontravam-se menos visiveis, estando a matriz
extracelular mais basofilica. Este grupo também possuiu uma menor
quantidade de ondulacbdes e menor organizacao das fibras (Figura 19).

O grupo controle que foi realizado a biépsia no 150 dia do experimento
(G2B), apresentou menor celularidade no tenddo, maior arranjo paralelo das
fibras colagenas e menor intensidade de infiltrado inflamatério perivascular em
relacdo ao grupo controle do 60° dia do experimento (G2A). O grupo tratado
que foi realizado a bidpsia no 150° dia do experimento (G1B), apresentou
aspecto semelhante a um tendao normal, com presencga de matriz extracelular

em arranjo paralelo e pouca celularidade (Figura 20).
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FIGURA 19: Corte histopatolégico aos 60 dias (grupo controle). a) infiltrado
mononuclear perivascular moderado e maior celularidade (maior numero de
nucleos) no tenddo. A matriz extracelular ndo esta alinhada (HE, objetiva 20x).
b) presenca de tecido conjuntivo ndo colagenizado, presenca de infiltrado
inflamatério perivascular e maior celularidade (Tricrémio de Masson, objetiva
20x). Corte histopatoldgico aos 60 dias (grupo tratado). c) fibras colagenas
arranjadas de forma paralela, semelhante a um tendao saudavel, menor
celularidade em comparacdo ao grupo controle (HE, objetiva 20x). d) maior
deposicao de colageno (coloracdo vermelha) no tendao (Tricromio de Masson,

objetiva 20x).
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FIGURA 20: Corte histopatoldgico aos 150 dias (grupo controle). a) celularidade
menor no tenddo, em relagdo ao grupo controle aos 60 dias. Maior arranjo
paralelo das fibras colagenas e menor intensidade de infiltrado inflamatério
perivascular (HE, objetiva 20x). b) nota-se maior deposicdo de matriz
extracelular, colageno (em vermelho), em relacdo ao grupo controle aos 60
dias, porém em menor intensidade do que o grupo tratado aos 150 dias
(Tricrémio de Masson, objetiva 20x). Corte histopatolégico aos 150 dias (grupo
tratado). c¢) aspecto semelhante a de um tendao normal, com presenca de
matriz extracelular em arranjo paralelo e pouca celularidade (HE, objetiva 20x).
d) maior deposicao de colageno (coloracdao vermelha) no tenddao em relagao ao

grupo controle.
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TABELA 5: Médias dos marcadores colageno tipo |, colageno tipo Il e por
grupo nos dois momentos da bidpsia.

COLAGENO TIPO| COLAGENO TIPO Il
] TRATADO 7,39a 4,98 a
BIOPSIA AOS 60 DIAS =~~~ 514 b 510 a
, TRATADO 7,26 a 3,14 a
BIOPSIA AOS 150 DIAS ——~ == 2110 550 b

Letras diferentes na coluna significam que foram diferentes estatisticamente em nivel de 5%

(P<0,05), letras iguais ndo houve diferenca.

Os grupos tratados e controle apresentaram diferenca estatisticamente
significativa em nivel de 5% (P<0,05) somente para o marcador colageno tipo |,
aos 60 dias do experimento (GA), e em todos os marcadores utilizados aos 150
dias do experimento (GB).

Na avaliagdo imunoistoquimica, o anticorpo para colageno tipo | mostrou
marcacao positiva na bidpsia aos 60 dias de 7,39% no grupo tratado e de
5,14% no grupo controle, sendo este um valor significativo. Este resultado
sinaliza uma maior quantidade de colageno tipo | presente no grupo tratado
que no grupo controle, sendo este tipo caracterizado como a principal fibra
constituinte do tendao sadio (Figura 21- a, b; Tabela 5).

Quanto ao colageno tipo lll, que identifica a fibra colagena existente no
tecido cicatricial, este foi encontrado em 4,98% no grupo tratado € em 5,10%
no grupo controle, sendo este um valor nao significativo (Figura 21- c, d; Tabela
5).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), também marcado
através de imunoistoquimica, também expressou marcacao, entretanto nao foi
possivel a mensuracado do porcentual de regides marcadas por campo através
do programa de imagens Leica Qwin 3.0 (Figura 21 e 22). Nao foi realizada a
mensuragao da porcentagem da marcacao do VEGF devido a formacao de
“dobras” do tendao nas laminas, a possivel explicacdo para esse ocorrido se
deve a recuperacdo antigénica ter sido feita com o uso de calor, através de
banho maria, 20 minutos, em solucdo pré aquecida de TRIS-EDTA (pH 9,0). O

que pode ser verificado, foi a maior expressao do anticorpo VEGF no grupo GA
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(biépsia realizada aos 60 dias apds o implante) em relacdo ao GB (biépsia
realizada aos 150 dias ap6s o implante), entretanto nédo foi possivel fazer a
comparacao da expressao do anticorpo VEGF entre o grupo tratado e o grupo
controle.

Durante a avaliagdo aos 150 dias do experimento (GB), houve diferenca
estatisticamente significatica entre todos os marcadores testados, o anticorpo
colageno tipo | esbogou marcagéo de 7,26% no grupo tratado (G1B) e 4,11%
no grupo controle (G2B). O marcador colageno tipo Il expressou 3,14% no
grupo tratado (G1B) e 5,50% no grupo controle (G2B), (Figura 22; Tabela 5).
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FIGURA 21: Imunoistoquimica aos 60 dias do experimento.

a) Imunoistoquimica para colageno tipo |, membro tratado (400X);
b) Imunoistoquimica para colageno tipo I, membro controle (400X);
¢) Imunoistoquimica para colageno tipo Ill, membro tratado (400X);
d) Imunoistoquimica para colageno tipo Ill, membro controle (400X);
e) Imunoistoquimica para VEGF, membro tratado (640X);

f) Imunoistoquimica para VEGF, membro controle (640X).
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FIGURA 22: Imunoistoquimica aos 150 dias do experimento.

a) Imunoistoquimica para colageno tipo I, membro tratado (400X);
b) Imunoistoquimica para colageno tipo I, membro controle (400X);
¢) Imunoistoquimica para colageno tipo Ill, membro tratado (400X);
d) Imunoistoquimica para colageno tipo Ill, membro controle (400X);
e) Imunoistoquimica para VEGF, membro tratado (640X);

f) Imunoistoquimica para VEGF, membro controle (640X).
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Os resultados histopatolégicos e imunoistoquimicos obtidos neste
estudo demonstram que a terapia celular implantada neste experimento causou
a evolucdo na maturacao da matriz extracelular de modo mais significativo no
grupo tratado (Figura 19 e Figura 20). Maior expressao do colageno tipo | no
grupo tratado em relacdo ao grupo controle nos dois momentos que foi
realizado a bidpsia (Tabela 5; Figura 21; figura 22). Menor expressao do
colageno tipo Il no grupo tratado em relagdo ao grupo controle no momento
que a bibpsia foi realizada no 150° dia (GB) (Tabela 5; Figura 22).

6. DISCUSSAO
6.1 TECNICAS DE MANIPULACAO DAS CELULAS MESENQUIMAIS

6.1.1 Coleta do tecido adiposo

A contencdo em brete, seguida da sedacdo mostrou-se eficiente para a
realizacdo do procedimento, entretanto alguns animais mostraram desconforto
no momento da realizagdo do bloqueio anestésico em “L invertido”, e durante
alguns procedimentos cirargicos foi necessario a readministragdo de
anestésico local para promover a completa analgesia no local bloqueado.

A coleta do tecido adiposo na base da cauda de eqlinos em estacao
(VIDAL et al., 2007; NIXON et al., 2008; MAMBELLI et al., 2009), mostrou-se
viavel. Segundo Mambelli e colaboradores (2009) e Nixon e colaboradores
(2008), além da regido da base da cauda, também é possivel realizar a coleta
do tecido adiposo na regidao da tabua do pescoco, e na regido inguinal,
entretanto ndo foi realizada nenhuma tentativa de coleta de tecido adiposo nos
locais por eles descrito para fazer uma analise se estas técnicas foram mais
vantajosa em relacéo a que foi desenvolvida neste experimento.

Também foi observada por Mambelli e colaboradores (2009) a
contaminagdo sanguinea do material coletado, sendo necessarias diversas
lavagens em laboratério com PBS para a remocdao do sangue de forma

semelhante ao nosso experimento.
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Durante o experimento, foi observada a deiscéncia da linha de sutura
com posterior contaminagdo por miiase em somente um dos animais, este foi
um fato isolado que aconteceu apo6s a remocao dos fios de sutura durante um
final de semana do experimento. Provavelmente, o animal apresentava prurido
e ao cocar a base da cauda em algum objeto houve a deiscéncia da sutura,
entretanto apds a constatacdo do fato ocorrido foram estabelecidos curativos
diarios e em cerca de dez dias de tratamento a ferida estava completamente
cicatrizada. Estes dados foram divergentes da literatura consultada (Vidal et
al., 2007; Nixon et al., 2008; Mambelli et al., 2009), pois estes ndo citaram
nenhum tipo de problema (deiscéncia da linha de sutura) no pds-operatério dos
animais de pesquisa.

6.1.2 Separacao da Fracao Vascular Estromal

O procedimento de separacao da fragdo vascular estromal foi possivel
através da técnica descrita, semelhante ao obtido por Aust e colaboradores
(2004), que descreveram procedimento similar em humanos. Vidal e
colaboradores (2007) realizaram técnica semelhante em equinos, com o cultivo
de células-tronco mesenquimais in vitro.

A média do peso das amostras foi de 1,85 g, sendo suficiente para
obtencao de aproximadamente 13,45 X 10° células da fragdo vascular estromal
viaveis, as quais foram culitivadas posteriormente a sua obtencdo. Esses
resultados foram divergentes ao demonstrado por Vidal e colaboradores
(2007), que fizeram a coleta do tecido adiposo na base da cauda dos eqinos
com um valor médio variando de 15 a 20 g de tecido adiposo por animal.

O teste de viabilidade com coloracao de azul de tripan 0,2% foi realizado
em camara de Neubauer, permitindo ndo sé a contagem das células viaveis,
mas também a contagem do numero de células totais contidas na fracao
vascular estromal. A média da viabilidade celular apds o isolamento das células
nucleadas derivadas do tecido adiposo foi de 84%, valor muito semelhante a
encontrada por Nixon e colaboradores (2008) de 87,5%. Oliveira (2008)
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realizou a estracdo da fracdo mononuclear da medula 6ssea e obteve 85,5%
de viabilidade, valor muito préximo ao encontrado neste estudo.

Possuindo-se o numero de células obtidas através da separacédo da
fracdo vascular estromal, obteve-se o numero de células viaveis a serem
cultivadas e implantadas. O teste de viabilidade se fez importante pois nos
permitiu saber o numero de células viaveis a serem injetadas no tendao,

assegurando maior confiabilidade ao trabalho e em seus resultados.

6.1.3 Cultura das Células-Tronco Mesenquimais

O método de cultura das células-tronco mesenquimais descrito neste
experimento mostrou-se viavel. A densidade de plagueamento das células da
fracdo vascular estromal a 10° células/cm? foi semelhante ao que foi descrito
por Mambelli e colobaradores (2009), e diferente da densidade 5 x 10° células
nucleadas/cm? que foi descrita por Vidal e colaboradores (2007). Pode-se
observar a aderéncia das células-tronco mesenquimais em cultura em menos
de 48 horas, fato de acordo com o descrito na literatura quanto a caracteristica
destas células de adesao ao plastico quando mantidas em condi¢des de cultivo
(ZAGO et al., 2006; SCHAFFLER et al., 2007).

O teste de viabilidade com coloracéo de azul de tripan 0,2% foi realizado
em cémara de Neubauer, permitindo a contagem das células-tronco
mesenquimais viaveis, entretanto ndo foram encontrados trabalhos utilizando o
tecido adiposo como fonte das células-tronco mesenquimais, com posterior
cultivo, impossibilitando a comparacao deste trabalho quanto a viabilidade das

células-tronco mesenquimal apds o cultivo celular.

6.1.4 Caracterizacao das Células-Tronco Mesenquimais

Ainda nao existe um anticorpo monoclonal especifico para a

identificacdo das células-tronco mesenquimais, por isso foi importante fazer a
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sua caracterizagdo com o maior numero de marcadores que apresentam
reacdo, como os marcadores CD13, CD44, CD73, CD90, CD105 e que néao
apresentam reacédo, como os marcadores CD34 e CD45 (UGARTE et al., 2003;
KERN et al., 2006; SCHAFFLER & BUCHLER 2007). Neste estudo n&o foi feito
o teste com um marcador negativo devido a inexisténcia de um marcador
especifico para a espécie eqlina, o que tornaria a informagdo da expressao
negativa como inconclusiva.

Os resultados dos marcadores CD90 e CD44 revelaram compatibilidade
com os resultados esbocados em alguns experimentos utilizando as CTM
derivadas do tecido adiposo humano (DICKERA et al., 2005; MITCHELL et al.,
2006; KERN et al., 2006; TAPP et al., 2009).

O marcador CD13 que é marcador dos granulécitos e mondcitos,
também tem expressdo quando utilizado nas células da fracdo vascular fresca
e nas CTM derivadas do tecido adiposo humano (SCHAFFLER & BUCHLER,
2007; MITHELL et al., 2006; TAPP et al., 2009). Entretanto este néao
apresentou reacdo em nosso trabalho, mostrando incompatibilidade com os
dados dos estudos realizados em humanos.

A caracterizagdo imunofenotipica da superficie das células-tronco
mesenquimais cultivadas derivadas do tecido adiposo da espécie eqlina,
mostraram uma semelhanca na caracterizacdo destas células com os
marcadores utilizados em outros estudos com diferentes espécies, entretanto
nao houve esta correlacdo quando foi utilizado o marcador CD13 (SCHAFFLER
& BUCHLER, 2007; MITHELL et al., 2006; TAPP et al., 2009). Essa
discrepancia dos resultados pode ser explicada pelos diferentes métodos de
isolamento das células, o tempo de cultura celular antes da analise, o uso de
anticorpos monoclonais detectando diferentes epitopos da mesma proteina de
superficie e aos diferentes graus de sensibilidade utilizados para a anélise da
citometria de fluxo (GIMBLE et al.,, 2003). Os resultados apresentados
confirmaram a caracterizacdo imunofenotipica da superficie das células
isoladas e cultivadas como células-tronco mesenquimais, sendo assim possivel

a sua aplicacao na terapia celular da medicina veterinaria equina.
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6.1.5 Implante das Células-Tronco Mesenquimais

O implante celular foi realizado com facilidade, segundo a técnica de
injecao intratendinea amplamente discutida pela literatura (GAUGHAN et al.,
1998; DAHLGREN et al., 2001; BARREIRA et al., 2008; ALVES, 2008;
OLIVEIRA, 2008).

Deve ser desejado um pequeno volume para o implante intratendineo
pois, segundo Redding (1998), volumes superiores a 1mL quando injetados
dentro do tend&o, promovem les&o de fibras por compressao.

A visualizagdo da agulha no momento do implante das células-tronco
mesenquimais foram facilitados pelo uso do aparelho GE Logiq 3, através do
acompanhamento em tempo real do momento exato do implante celular, foi
possivel notar a mudanca da ecogenicidade da lesdo. A grande concentracao
celular foi identificada como sendo mais ecdica, descartando erros de
interpretagdo, como o0 aumento da ecogenicidade imediatamente apds o
implante ocorrer em funcéo da melhor evolucéo da lesao.

Nao houve aumento de volume significativo e sensibilidade dolorosa
apds o implante das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo,
assim como nos resultados descritos por Fortier e Smith (2007) que indicaram
que o implante de células mesenquimais provenientes de medula 6ssea e
cultivadas em laboratério ndo provocaram piora na lesdo ou mesmo reagao
tendinea, ndo havendo o aumento de sua area. O ndo aumento do volume e da
sensibilidade dolorosa apds o implante celular realizado neste experimento
diverge aos resultados encontrados por Oliveira (2008) que descreveu que
houve discreto aumento de volume além do ja existente apds o implante com
as células mononucleares da medula 6ssea.

Pode ser observado um aumento da area da lesao e da porcentagem da
area da lesdo apdés 15 dias do implante das células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo (45° dia do experimento), mostrando que houve o
inicio de uma reacdo tendinea, mas que retornam ao patamar do grupo

controle apdés 45 dias (90° dia do experimento), (Figura 13 e Figura 14).
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Embora estes dados nao apresentem diferenca significativa estatisticamente,
estdo de acordo com os resultados encontrados por Oliveira (2008), que
demonstrou o aumento significativo da area do tendao ap6s 15 dias do
implante com as células mononucleares derivadas da medula 6ssea.

Mesmo seguindo as recomendacbes de Dahlgren (2008) de utilizar a
agulha 21G para evitar o extravasamento da solugdo contendo as células
progenitoras, pdde-se observar durante o implante celular no experimento
realizado através do auxilio do ultra-som o vazamento das células-tronco pelo
espaco formado entre o tendado e a agulha com o extravasamento destas para
areas adjacentes ao tenddo. Provavelmente ndo s6 o calibre da agulha foi
responsavel pela vazao das células para areas préximas a desejada, mas
também a viscosidade da solucdo em que as células-tronco foram diluidas

(soro autodlogo).

6.2 ANALISE DO REPARO TENDINEO

6.2.1 Analise Clinica e Ultrassonografica

Diferentemente do que foi descrito na literatura (WILLIAMS, 1984;
SPURLOCK et al.,, 1989; ALVES 1998) que induziram tendinite pela
administragdo intratendinea de colagenase na dose de 0,5mL, sendo a
concentracao 2,5mg/mL, neste trabalho optou-se por realizar a inducdo de
lesdo com a mesma concentracao de colagenase, porém em um volume de
1,0mL, de acordo com Yamada e colaboradores (2009). Este volume
demonstrou a obtencdo de uma lesdo mais adequada como modelo para o
estudo da reparacao tendinea.

Como relatado por Foland e colaboradores (2003), a administracdo da
colagenase provocou alteragdes clinicas locais como aumento de volume e
sensibilidade a palpacdo em todos os animais implantados, bem como
claudicagdes nos membros anteriores (em graus variados). Estes efeitos foram
similares aqueles observados em lesGes de ocorréncia natural e aguda,

decorrentes do exercicio excessivo.
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O aumento de volume na regido ap6s administracdo de colagenase foi
interpretado como edema decorrente do processo inflamatério instalado. Este
se iniciou ap6s a administracdo de colagenase e permaneceu até o final do
experimento em todos os membros do GA (biépsia no 60° dia do experimento),
entretanto nos membros do GB (bidpsia no 150° dia do experimento), mesmo
que muito sutil, ainda houve aumento de volume tanto nos membros tratados
quanto nos membros controles, o que corrobora com os relatos de Williams
(1984) e Gift et al. (1992).

Quanto a atividade locomotora, apdés a administracdo de colagenase,
observou-se claudicacdo moderada (grau 2 em média) por até 15 dias,
apresentando diminuicdo mais pronunciada a partir dos 45 dias tanto no grupo
tratado, quanto no grupo controle (Figura 10). Estes dados estdo de acordo
com Foland et al. (1992), que relataram aparecimento imediato de claudicagao
moderada apds aplicacao de colagenase, e com Marxen et al. (2004), quando
apds 24 horas da lesdo observou-se claudicacdo entre 2 e 3, reduzindo
gradualmente até os 45 dias, momento em que foi observada a completa
auséncia de claudicacéo.

As imagens ultrassonograficas das lesdes induzidas no presente
experimento possibilitaram a delimitagdo de suas bordas, estando este
resultado de acordo com os achados de Genovese et al. (1986); Alves (1994);
Denoix (1996); Marxen et al. (2004); Crovace (2007). Porém, na presente
pesquisa, diversas lesbes nao se encontravam circunscritas no centro do
tenddo, e apesar de bem definidas, possuiram formato mais alongado,
semelhante ao apresentado por Redding et al. (1999), sendo ainda similares as
lesbes de ocorréncia natural. Esta lesdo mais difusa pode ser resultado de um
volume consideravel de liquido (1mL) injetado no interior do tendao, que
encontra grande resisténcia neste tecido extremamente denso.

A lesdo induzida no presente experimento com colagenase (2,5mg/mL;
1,0mL) apresentou os maiores valores de comprometimento das fibras no corte
transversal na avaliacdo aos 30 dias apdés a indugdo da lesdo, com
comprometimento de até 62,14% das fibras (em apenas um dos membros de
um animal) no corte transversal no grupo tratado, tendo em média 18,74% de
comprometimento de fibras, e no grupo controle o valor maximo foi de 57,14%
(sendo a média 19,80%). Este achado vem de encontro com o observado por
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Sutter (2007), que descreve um aumento da area lesada aos 30 dias apds a
lesdo, como resposta ao trauma, ou efeito anabdlico da terapia, reduzindo aos
60 dias. De maneira semelhante, lesées induzidas pela aplicagdo de colageno
estavam mais severas ao redor dos 17 aos 23 dias (MARXEN et al., 2004).

Aos 150 dias houve uma reducdo da porcentagem de area lesada,
atingindo valores médios de 1,28% no grupo tratado e 4,95% no grupo
controle, sendo que em alguns membros houve a completa dissolucao da leséo
tendinea, estes dados sdo semelhantes ao obtido por ALVES (1998) aos 150
dias, que houve diminuicdo da lesao, ficando proximo de um tendao sadio.
Dados estes que contrariam o que foi sugerido por Gillis (1996) e Reef (1998)
que propdéem um periodo minimo para a cicatrizacéo tendinea de trés meses. A
completa cicatrizacao tendinea ocorre em um longo periodo de tempo, levando
de 1 a 2 anos (GOODSHIP et al., 1994; RICHARDSON et al., 2007). Segundo
Sharma e Maffulli (2005; 2006), ap6s a décima semana da lesdo, ocorre o
estagio de maturagao da cicatriz tendinea, periodo esse que tem duracao de
até 1 ano. Ainda, durante o final deste estagio é que declina 0 metabolismo dos
tendcitos e a vascularizagdo do tendao.

As lesdes encontravam-se bem caracterizadas aos 15 dias apéds a
inducdo, porém atingiram sua maxima definicdo aos 30 dias (momento do
implante celular), quando se apresentaram anecdicas ou hipoecéicas em
ambos os grupos, dados estes semelhantes aos descritos por Oliveira (2008).
O valor da ecogenicidade média maxima neste momento foi grau 2,43 para os
grupos tratado e controle.

As imagens anecoéicas e hipoecbicas, segundo Henry et al. (1986);
Dyson (1989); Reef et al. (1989); Genovese et al. (1990); Alves et al. (1993);
Goodship e Birch (1996); Reef et al. (1996), sdo compativeis com areas de
hemorragia, edema e tecido de granulacao inicial na fase aguda da lesdo. A
partir dos 30 dias a lesdo foi gradualmente se apresentando mais ecbica,
resultante do processo de reparacdo. A melhora da ecogenicidade foi
significativa ao longo do tempo para ambos os grupos, porém sem diferencas
entre eles.

Aos 150 dias, houve uma importante melhora da ecogenicidade
apresentada, sendo grau 2 no grupo tratado, e 2,25 no grupo controle,
mostrando que este tempo nédo foi suficiente para o retorno da ecogenicidade
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observada em um tendao sadio. Dado semelhante foi relatado por Spurlock et
al. (1989), que avaliaram a lesdo até 10 meses ap6s a sua indugdo. O escore
médio final da lesdo no grupo tratado foi grau 1, sendo que o grupo controle
teve grau ligeiramente maior, sendo 1,5. Resultados descritos por Alves (1998)
aos 120 dias apds a lesao, o grau de ecogenicidade variou entre 1 e 2, e dados
semelhantes foram observados aos 150 dias (MARXEN et al., 2004).

Henry et al. (1986) descreveram que o aumento mais significativo da
ecogenicidade das lesdes ocorre com a producao de colageno, resultante da
organizacdao dos fibroblastos durante o processo de cicatrizacdo. H& uma
correlacdo direta entre a quantidade de colageno e a intensidade da
ecogenicidade.

As imagens permaneceram hipoecéicas ao final do experimento,
moderadamente definidas e com melhor organizagéo linear que nos primeiros
meses do experimento, porém ainda nao totalmente restabelecidas. Marr et al.
(1983) apresentaram alteracbes semelhantes nos periodos de 1 a 5 meses
apds a inducao da lesao. Acredita-se que o protocolo de exercicios adotado
promove o estresse longitudinal das fibras tendineas, sendo observada a
melhora na organizacdo das fibras tendineas em ambos o0s grupos,
concordando com o periodo minimo de 90 dias para avaliar esta caracteristica,
descrito por Gillis (1996) e Alves (1998).

O alinhamento de fibras observado no corte longitudinal ndo foi
semelhante ao encontrado em tenddao sadio, porém com melhora no
paralelismo e preenchimento da lesdo em todos os membros. Este alinhamento
observado ainda mostra fase de reorganizacao tecidual, conforme descrito por
Marxen et al. (2004).

A terapia celular instituida neste experimento ndo demonstrou diferenca
estatistica significativa entre o grupo tratado e o grupo controle quanto a
avaliagao clinica e ultrassonografica, estes dados sao diferentes aos descritos
por Mountford (2006) e Crovace (2007), que alegam que o uso das células-
tronco mesenquimais promovem a melhora clinica e ultrasonografica da
cicatrizacao tendinea. Entretanto, os dados deste experimento sdo compativeis
com Nixon e colaboradores (2008), que alegam n&o haver diferenca
significativa na avaliagdo ultrassonografica entre o grupo tratado e o grupo
controle apds o implante das células nucleadas derivadas do tecido adiposo
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equino. Oliveira (2008), realizou o implante das células mononucleares
derivadas da medula éssea e descreveu que ndo houve diferenca na avaliacao

ultrassonogréfica entre o grupo tratado e o grupo controle.

6.2.2 Avaliacao por ultrassonografia Power Doppler

Nao foi observado fluxo vascular ao exame ultrassonografico Power
Doppler nos tenddes dos membros anteriormente a inducao da lesdo, dado que
concorda ao apresentado por Richards e colaboradores (2001).

O verdadeiro inicio da formagédo de vasos deve ocorrer, provavelmente,
anterior a sua observacao de fluxo sanguineo no exame Power Doppler, assim
como o seu completo desaparecimento ocorra em uma fase posterior
(RISSELADA et al., 2006).

A identificacao do fluxo sangliineo apresentou-se em dois momentos do
experimento, no 45° dia e no 60° dia, apresentando maior intensidade aos 45
dias apo6s a indugdo da lesao. Entretanto, a partir do 75° dia do experimento
nao foi mais observado a presenca de neovascularizacao através do exame do
aparelho Power Doppler.

Em um estudo semelhante a este utilizando as células mononucleares
da medula éssea (dentre essas as células-tronco mesenquimais) realizado por
Oliveira (2008), observou maior fluxo sanguineo com o exame do Power
Doppler no 60° dia do experimento, dado semelhante ao encontrado neste
estudo. Entretanto, Oliveira (2008) também observou a presenca de fluxo de
sangue no grupo controle (membros que ndo foram tratados com as células
mononucleares derivados da medula 6ssea), fato este diferente ao encontrado
no presente experimento. Oliveira (2008) também verificou a presenca de
vasos ao redor do local lesado até o 108° dia apOs a terapia com as células
mononucleares da medula 6ssea do experimento realizado, dado este diferente
do verificado neste estudo.

A avaliacdo da eficacia das terapias pode ser feita através do
acompanhamento através do Power Doppler, observando a dindmica do fluxo
vascular (POZOR e McDONNEL, 2004), desde sua formacéo até a resolucao
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do processo cicatricial, associado ao exame ultrassonografico convencional
(STROUSE et al.,, 1999). No entanto, Zanetti et al. (2003) consideraram a
analise da ecogenicidade mais importante do que a deteccao de

neovascularizagdo com o exame Power Doppler.

6.2.3 Analise Histopatoldgica e Imunoistoquimica

Ao exame macroscopico, foi possivel identificar o local da lesdo por
inspecao visual nos animais que foram biopsiados aos 60 dias ap6s a inducao
da lesao (GA), também foi possivel estabelecer o local lesado nos animais que
foram biopsiados aos 150 dias ap6s a inducao da lesdo (GB), entretanto neste
grupo houve dificuldade para a localizagdo macroscopica da area lesada. Estes
dados sao divergentes ao que foi observado por Wiliams (1984), que apds
eutanasia identificou as lesdes tendineas no interior dos tenddes ao 62, 9° e 14°
més apods a indugado experimental de tendinite.

Alves (1998) identificou o local prévio da lesdo em animais mantidos em
repouso e em animais sem tratamento com FBAPN, sendo que em alguns
animais foi necessario o uso de imagem ultrassonografica para a correta
identificacdo da regido, sendo esses dados de acordo com o presente
experimento. A dificuldade de localizag&o foi caracterizada como ocorréncia de
remodelamento das fibras colagenas. O que pode ser observado durante o
procedimento cirargico, foi um ligeiro aumento de volume e fibrose local
(caracteristica mais acentuada no GA, 60° dia apos a inducao da leséo), sendo
gue em alguns animais também foi notada uma coloracdo mais esbranquicada
no local em que ocorreu a lesdo, e este, ao corte, apresentou aspecto mais
gelatinoso. A area afetada foi facilmente identificada aos 150 dias por Marxen
et al. (2004) como uma regiao hiperémica, paratendao espessado e opaco,
além de evidente neovascularizacdo. Adesdes do paratenddo ao TFDS
também foram notadas.

Neste experimento, definiu-se a regido a ser biopsiada através de uma
marcacao sobre a pele feita na altura da lesdo, associado as imagens
ultrassonogréficas realizadas ap6s a inducao da leséo.
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Os resultados obtidos na avaliacao histopatolégica (H.E. e Tricrémio de
Masson) realizada no 60° e no 150° dia apds a inducao da lesdo mostraram
que todos os grupos possuiam fibroplasia, entretanto esta era mais evidente no
grupo controle da bidpsia realizada no primeiro momento, de maneira
semelhante aos relatos existentes na literatura (SILVER et al.,, 1983;
PEACOCK, 1984; GOODSHIP et al., 1994; ROBBINS et al., 1994).

MARXEN e colaboradores (2004) descreveram que, independentemente
do tratamento aplicado a lesao tendinea, foram observados graus intensos de
vascularizacdo aos 150 dias, com grande numero de vasos reciduais e recém
formados por todo fragmento tendineo, esses dados divergem os encontrados
no presente experimento, onde também foi notada vascularizacao aos 150 dias
apdés o implante das células-tronco mesenquimais (GB), entretanto a
intensidade de vasos foi mais intensa no GA (60° dia apds a inducéo da lesao).

Em ambos os grupos foram observadas ocorréncias pertinentes a fase
de fibroplasia, com aumento da densidade das fibras, mas esta ainda menor se
comparada ao tendao sadio, concordando com o descrito por Spurlock et al.
(1989), apds 10 meses da inducao da leséo.

O estagio de fibroplasia é caracterizado pela presenca de um grande
namero de fibroblastos, com proliferacdo do endotenddo e paratendao
(STROMBERG e TUFUESSON, 1969; STRONBERG, 1971; SILVER et al.,
1983). A fibroplasia foi uma caracteristica muito marcante nos animais
biopsiados aos 60 dias apdés a indugdo da lesdo (GA), entretanto o grupo
controle (G2A) apresentou maior celularidade se comparada ao grupo tratado
(G1A).

Os fibroblastos nos grupos tratados (G1A e G1B), apesar de ainda
existir uma grande celularidade se comparado ao tendao sadio, apresentaram
nucleos mais alongados, e a matriz contendo fibras de coldgeno corou-se mais
fortemente (Tricrémio de Masson) do que nos grupos controles (G2A e G2B).
As células e as fibras encontravam-se mais claramente alinhadas, iniciando
uma organizagdo em paralelo, e as ondulagbes foram mais presentes nos
grupos tradados (G1A e G1B) em relacdo aos grupos controles.

Nixon e colaboradores (2008) realizaram um trabalho utilizando a fracao
vascular estromal do tecido adiposo eqliino para o implante apds sete dias da
inducéo da lesdo com colagenase, sendo realizada a avaliagéo histolégica do
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tenddo depois da bidpsia realizada na sexta semana ap6s o implante celular.
Na avaliagdo histoldégica deste estudo foi observado melhora significativa
quanto a melhor organizacdo das fibras tendineas e menor infiltrado
inflamatério, dados similares aos encontrados no presente trabalho.

A reducao do infiltrado celular inflamatério sugere que as células-tronco
mesenquimais possam ter um efeito antiinflamatorio na regeneragéo do tendao
ou possam ter algum outro tipo de acado antiinflamatéria através da
estabilizagdo ou da minimizacao da degeneracdo em andamento das fibras
tendineas (Nixon et al., 2008).

Os vasos nao foram identificados em um grande niumero na maioria dos
cortes histolégicos, diferentemente do que foi identificado aos 150 dias nas
lesdes em equinos tratadas com glicosaminoglicanos polisulfatados, quando foi
descrita uma vascularizagdo em grande intensidade (MARXEN et al., 2004). Os
vasos presentes aos 150 dias ap6s a indugcdo da lesdao se alongavam no
sentido da forca exercida sobre o tecido tendineo.

Pool (1996) relatou que a diminuicdo da celularidade e vascularizacao
sao indicativas de progressiva maturacdo do tecido de granulacdo, pois a
deposicao de colageno exerce pressdo mecanica sobre as delicadas paredes
de capilares neoformados, levando a diminuicdo da vascularizagao. Assim, no
presente trabalho foi possivel notar a ocorréncia da fase de maturacdo do
tecido em reparacdo, com menor quantidade de vasos, e menor celularidade
do grupo tratados em relagcao ao grupo controle.

Os mecanismos de diferenciacao das células precursoras mesenquimais
em tendcitos vém sendo pesquisados, no entanto ha dificuldade no
reconhecimento das fases deste processo, quando analisadas as células por
sua morfologia. Morfologicamente, a célula-tronco mesenquimal é similar ao
fibroblasto e possui marcadores de superficie celular conhecidos em humanos
(PITTENGER et al., 1999; MARTIN et al., 2002), porém o mesmo nao acontece
com os equinos, quando pouco se sabe sobre 0s seus possiveis marcadores.
Baseado neste fato, foi relatada por Richardson (2005) a necessidade de
marcacdes para colageno tipo |, sintetizado pelos tendcitos para identificar a
célula por sua funcdo, além de sua diferenciacdo através de marcadores de
superficie, como foi utilizado experimento, com o uso de marcadores

especificos para colageno tipo | e lll, através da reagao por imunoistoquimica.
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Paralelamente, foi realizada a pesquisa com marcadores para fatores de
crescimento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor- VEGF),
visando identificar a presenca ou nao de angiogénese nas fases de
cicatrizacdo tendinea testadas nos diferentes momentos da avaliagdo (GA-
biépsia aos 60 dias e GB-bidpsia aos 150 dias).

Alves (2008), que identificou em uma fase inicial da cicatrizagdo
tendinea uma forte marcacgao para VEGF, acompanhado de um grande namero
de vasos em tenddes flexores digitais superficiais tratados com células da
fracdo mononuclear e por Petersen e colaboradores (2002), que também
descreveram uma forte intensidade na imunomarcacdo para VEGF
acompanhado de uma alta densidade vascular nas primeiras 12 semanas apos
enxerto para reconstrucdo tendinea, em um modelo experimental em ovinos.
Estes dados sdo semelhantes aos encontrados nesse experimento, que
apresentou marcacado para o VEGF nos dois momentos que foi realizado a
biopsia tendinea (GA e GB). Infelizmente ndo foi possivel quantificar esta
marcacdo em funcdo da formacdo de “dobras” nas laminas devido a
recuperacao antigénica que foi realizada com o uso de calor, através de banho
maria, 20 minutos, em solucéo pré aquecida de TRIS-EDTA (pH 9,0).

Trabalhos publicados na avaliacado de tecido tendineo de equinos, como
o apresentado por Williams e colaboradores (1980), descreveram o uso de
anticorpos para colageno tipo | e Ill de bovinos, produzidos em coelhos
(DUANCE et al., 1977). Porém, a técnica realizada na identificacdo dos
colagenos foi a imunofluorescéncia, utilizando tecido tendineo congelado. Este
mesmo texto descreve a maior extratividade de colageno tipo | no tecido lesado
que no tecido sadio, sendo esta diferenca refletida no menor numero de
ligacbes cruzadas presentes no tecido neoformado. Essa pode ser a possivel
explicagdo para a maior expressao do colageno tipo | no grupo tratado que foi
biopsiado aos 60 dias apods a inducao da lesdao (G1A, 7,39%) em relacao ao
grupo tratado que foi biopsiado apés 150 dias da inducdo da lesao (G1B,
7,26%), pois 0 G1B apresenta um tecido tendineo reparado mais semelhante
ao tecido sadio.

Nixon e colaboradores (2008) observaram que houve maior
concentracao na formacao de colageno tipo Ill no grupo tratado em relacao ao
grupo controle, havendo concentracdo de colageno no grupo tratado mais
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evidente apenas ao redor de regides que apresentavam alta celularidade
residual, sendo estes dados semelhantes aos encontrados.

Foi possivel a obtencao de reacao adequada, considerando que o tecido
lesado avaliado possuiu um menor numero de ligacdées cruzadas, porém houve
dificuldade na contagem pontual da marcacao, além de formacao de fundo.
Assim, se fez necesséaria a utilizacdo do programa Leica Qwin, através de
camera acoplada ao microscopio, para identificacdo da marcagao e contagem
de sua porcentagem por campo. Entretanto, ainda se faz necessario o
aperfeicoamento das técnicas imunoistoquimicas realizadas, principalmente
quanto ao marcador VEGF, que neste experimento apresentou a formacao de
“dobras” do tend&o, impossibilitando a correta verificacdo da porcentagem de
marcacao.

Novas pesquisas sobre a marcacao e identificacao das fibras colagenas
no tecido tendineo ainda se fazem necessérias para uma avaliagdo mais
adequada da resposta cicatricial tendinea. Um novo método para a avaliacao
da cicatrizacdo do tendao é a identificacdo da expressao génica que pode ser
benéfica para confirmar a diferenciacdo celular para um fenétipo de tendao,
além de quantificar a expressdo génica dos colagenos tipo I, lll e V, tendo
assim um dado mais fidedigno quanto a resposta cicatricial instituida durante o
tratamento (TAYLOR et al., 2009).

O efeito do tratamento com as células-tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo, aplicadas as lesbes tendineas induzidas neste experimento,
possibilitou um melhor reparo tendineo, sob aspectos analisados
histologicamente, com menor celularidade no grupo tratado em relagdo ao
grupo controle, maior arranjo paralelo das fibras colagenas, menor intensidade
de infiltrado inflamatério perivascular, maior deposicdo de matriz extracelular
(colageno, corado em vermelho no Tricrémio de Masson).

Esta consideracao esta de acordo com dados divulgados por Herthel
(2002) e Thomas (2003), que sugeriram este efeito, porém baseados em
analise clinica, ultrassonografica e funcional das estruturas tendo-ligamentares.
Barreira (2005) e Oliveira (2008) avaliaram histologicamente lesdes tratadas
com células-tronco mesenquimais contidas na fracdo mononuclear apés a sua
inducdo, e sugeriram a aceleragdo do processo de reparacdo. Em trabalho
publicado por Mountford et al. (2006), foram encontradas diferencas
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significativas ao exame histopatolégicos de um animal com lesdes clinicas,
sendo uma lesao tratada (19 meses apds implante de células mesenquimais
cultivadas em laboratério), e outra sem tratamento. A lesdo tratada possuia
aspecto proximo ao normal, enquanto a lesdo nao tratada apresentou processo
inflamatério persistente.

Nixon e colaboradores (2008) realizaram a terapia do tendao flexor
digital superficial em eqlinos com a administracdo de células nucleadas
derivadas do tecido adiposo e observaram histologicamente melhor
organizacao das fibras tendineas e reducdo do infiltrado inflamatério, sendo
estas observagdes semelhantes as encontradas neste experimento.

Durante o processo cicatricial, a fase proliferativa inicial € marcada por
um pico na expressdao de colageno tipo lll. Posteriormente, na fase de
organizacao, a fibra colagena do tipo Il é substituida por fibra colagena tipo |
(MATSUMOTO et al.,, 2002). Os resultados da imunoistoquimica revelaram
uma maior quantidade de colageno tipo | se comparada ao tipo Ill, tendendo a
melhor cicatrizacao. Porém, a quantidade de colageno tipo Il marcada ainda foi
alta, representando a continuidade do processo de cicatrizagao.

Crovace et al. (2007) descreveram a presenca de colageno tipo |
maduro em animais tratados com implantes de células da fragdo mononuclear
e de células mesenquimais cultivadas, apresentando arquitetura tendinea
normal, nas fases entre 16 e 21 semanas apds a inducédo de lesdo; e grupo
placebo apresentando maior quantidade de colageno tipo Ill e menor
organizagao, porém sem citar os valores observados. Hankemeier et al. (2005)
também demonstraram uma melhora da qualidade do tecido cicatricial e de sua
resisténcia pela proporcao apresentada entre colageno tipo | e colageno tipo lll,
avaliando-se lesdes ligamentares em humanos tratados com células
mesenquimais. Na andlise bioquimica de lesdes centrais tendineas em
equinos, foi caracterizado um alto nivel de colageno tipo Ill em relacao ao
colageno tipo I, sendo mantida a quantidade total de colageno (BIRCH et al.,
1998).

Em tenddes normais de equiinos, houve uma clara imunomarcagao para
colageno tipo |, exceto em regido de endotenddo, onde a imunoreatividade
para colageno tipo Il foi evidente (SODERSTEN, 2006). Em mesmo trabalho, o
tendao lesado apresentou a maioria das estruturas fibroblasticas marcadas
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para colageno tipo I, tanto em regides mais organizadas como as de menor
organizacao; a marcacao para colageno tipo Il foi observada nao sé restrita a
area endotendinea, mas por todo o corte, inclusive nas areas necrosadas.

A marcacgao para fibras colagenas do tipo | foi difusa, como também
para colageno tipo Ill. Satomi et al. (2008) descreveram a marcacao via
imunofluorescéncia para colageno tipo | e lll na tendinose em humanos com
distribuicao semelhante, sendo a fibra colagena tipo | marcada de forma
discreta e difusa, e para fibra colagena tipo Ill distribuicdo também difusa,
porem mais proeminente. Em disfungbes do tenddo tibial posterior em
humanos, um estudo bioquimico apresentou um valor de 53,6% para colageno
tipo Ill, ainda 26,4% para colageno tipo V e queda de 40,4% na cadeia alfa-1,
como também reducdo de 42,5% na cadeia alfa-2 do colageno tipo |, nao
ocorrendo alteracdo na quantidade total de coldgeno (GONCALVES et al.,
2002).

Nixon et al. (2008) descreveu que n&o houve diferenca da expressao
imunoistoquimica de colageno tipo | entre o grupo tratado e o grupo controle
apdés o implante das células mononucleares derivadas do tecido adiposo
eqlino. Entretanto, o presente estudo mostra diferenca significativa quanto a
expressao do colageno tipo I, com maior expressdo no grupo tratado em
relacdo ao grupo controle.

Com a avaliagao realizada neste trabalho, foi possivel sugerir que o
grupo submetido a terapia celular apresentou melhores parametros avaliados,
representando uma diferenca estatisticamente significativa com maior
concentracao do colageno tipo | nos grupos tratados, menor concentragdao do
colageno tipo Il no grupo tratado em relacéo ao grupo controle (GB).

Acredita-se que a utilizacdo desta terapia, combinada ao esquema de
atividade fisica controlada e com acompanhamento de avaliagdes clinicas e
ultrassonogréficas seriadas, possa acelerar o processo de reparacao tendinea,
contribuindo de maneira decisiva para a reducao do periodo de reparacao e
melhorando a sua qualidade, evitando recidivas. Black et al. (2007)
acreditavam que nao existe evidéncia para dizer que as células-tronco se
diferenciem, mas formula a hip6tese que estas células expressem citocinas ou
fatores de crescimento que promovem o reparo, ou mecanismos enddégenos no

tecido ao qual sdo implantadas. Segundo os citados autores, estes
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mecanismos troficos, ao invés da diferenciacdo em si, responderiam aos
beneficios atribuidos a terapia celular.

Nosso trabalho mostrou que o uso das células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo melhorou a velocidade de reparacdo da lesédo e a
qualidade do tecido neoformado, porém, novos estudos devem ser
desenvolvidos objetivando novos meios de avaliagdo do tecido tendineo
neoformado, como na avaliacdo da expressdao génica dos fibroblastos do
tendao de equinos (TAYLOR et al., 2009).

Ainda sdo necessarias pesquisas utilizando células-tronco adultas
provenientes de outras fontes de tecido adulto na espécie equina, sejam elas
da medula 6ssea, sangue total, sangue do cordao umbilical, cordao umbilical,
de forma a avaliar a real acado destes tratamentos e comparando qual a melhor
fonte de células-tronco mesenquimais para a instituicao da terapia celular em

casos de tendinite.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condicdes experimentais do presente estudo

permitem concluir que:

1- A terapia celular tendinea com células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo, melhorou a organizacao tecidual e acelerou o
processo de cicatrizacao tendinea. A realizacdo do procedimento foi seguro e
ndo apresentou nenhum risco ao animais durante o periodo de
acompanhamento.

2- A técnica utilizada para o isolamento e o cultivo das células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo eqlino mostrou-se viavel.

3- A caracterizacdo imunofenotipica da superficie das células
progenitoras adultas derivadas do tecido adiposo esbocaram expressao ao
anticorpo monoclonal espécie especifico mouse anti-horse CD44 e reacgao
cruzada inter-espécie ao anticorpo monoclonal mouse anti-rat CD90-FITC.

4- O exame ultrassonografico Power Doppler se mostrou eficiente para o
acompanhamento da dindmica vascular, apresentando a visualizacdo de
vascularizacdo dos membros tratados em dois momentos do experimento (45°
dia e 60° dia).

5- O tecido neoformado apresentou uma maior expressao na avaliagéo
imunoistoquimica comparando os grupos tratados aos grupos controles quanto
ao colageno tipo | nos dois momentos em que foi realizada a biépsia (GA e
GB). Menor expressao do colageno tipo lll na biépsia realizada no 150° dia do
experimento no grupo tratado (G1B). Houve expresséo do fator de crescimento
vascular endotelial em ambos momentos que foi realizado a biépsia (GA e GB).
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ANEXO 1: Acompanhamento ultrassonografico do animal 3, corte transversal,
aos dias 30, 45, 60, ap6s inducao de lesao.
TRATADO CONTROLE
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ANEXO 2: Acompanhamento ultrassonografico do animal 3, corte transversal,
aos dias 75, 90 e 105 ap06s inducao de lesao.
TRATADO CONTROLE
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ANEXO 3: Acompanhamento ultrassonografico do animal 3, corte transversal,
aos dias 120,135 e 150 apo6s inducao de leséo.
TRATADO CONTROLE
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Tables

Figure captions

Tables (separate file(s))

Figures (separate file(s)).

4. Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on
a separate line, without indentation. Use lower-case letter type.

5. Sl units should be used.

6. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted
manuscripts and illustrations which are not in the proper form given in this
guide.

7. A number of standard accepted abbreviations can be used in the body of a
manuscript without further explanation (see list below), but must be explained if
used in the Title or Abstract. Non-standard abbreviations should be explained
when first used in the Abstract, and again when first used in the body of a
manuscript, and should also be explained in an abbreviations list to follow the
list of keywords.

List of standard abbreviations:

Ab Antibody

Ag Antigen

AIDS Acquired immunodeficiency syndrome
APC Antigen-presenting cell

BCG Bacillus Calmette Guerin

BSA Bovine serum albumin

C Complement

CFU Colony-forming unit

ConA Concanavalin A

cpm Counts per minute

CSF Colony-stimulating factor

CTL Cytotoxic T lymphoctye

DMSO Dimethylsulfoxide
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ELISA Enzyme-linked Immunosorbent assay
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FBS Fetal bovine serum
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Fcl'R Receptor for the Fcl™ part of the IgG
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H chain Heavy chain of Ig

HIV Human immunodeficiency virus

HLA Human histocompatibility leukocyte antigen
IFN Interferon

Ig Immunoglobulin

IL Interleukin

i.d. Intradermal

i.m. Intramuscular
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IU International unit

i.v. Intravenous

KDD Kilodalton (mol. mass)

KLH Keyhole limpet hemocyanin

L chain Light chain of Ig

LAK Lymphokine-activated killer (cell)
LPS Lipopolysaccharide
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MLR Mixed lymphocyte (leukocyte) reaction
M® Macrophage
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n Number in study or group

ND Not determined

NK Natural killer (cell)

OD Optical density (transmission through turbid suspensions)

OVA Ovalbumin

p Probability

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis
PBL Peripheral blood lymphocytes
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Abstracts

The abstract should be clear, descriptive and not longer than 400 words.

Tables

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the
journal. Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often
reduce the dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them
over two or more tables.

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text
should include references to all tables.

4. Each table should occupy a separate page of the manuscript. Tables should
never be included in the text.

5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard
abbreviations of units of measurement should be added between parentheses.
7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra
space between the columns instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given
as a footnote at the bottom of the table.

lllustrations

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as
separate files, preferably in TIFF or EPS format.

2. lllustrations should be numbered according to their sequence in the text.
References should be made in the text to each illustration.

3. lllustrations should be designed with the format of the page of the journal in
mind. lllustrations should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming
illegible. Any lettering should be in English. Use the same kind of lettering
throughout and follow the style of the journal.

5. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of
numerical scales that must be changed with reduction.
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6. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should
be typed on a separate sheet of the manuscript.
PBMC Peripheral blood mononucleur cells
PCR Polymerase chain recation

PBS Phosphate-buffered saline

PHA Phytohemagglutinin

PKC Protein kinase C

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate

PMN Polymorphonuclear (cell, leukocyte)
PPD Purified protein derivative of tuberculin
PWM Pokeweed mitogen

r Recombinant

R Receptor (e.g. IL-2R)

RBC Red blood cells

RFLP Restriction fragment length polymorphism
RIA Radioimmunoassay

RNase Ribonuclease

s.c. Subcutaneous

SD Standard deviation

SDS Sodium dodecyl sulfate

SEM Standard error of the mean

SRBC Sheep red blood cells

SV40 Simian virus 40

TCR T cell receptor

Th T helper (cell)

TGF Transforming growth factor

TNF Tumor necrosis factor

Ts T suppressor (cell)

U Unit

V region Variable region

1°, 2° 3°Primary, secondary, tertiary

2-D Two dimensional

3-D Three dimensional
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7. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the
illustrations should be kept to a minimum.

8. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.

9. If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures
appeared free-of-charge in colour in the electronic version of your accepted
paper, regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour
in the printed version. Colour illustrations can only be included in print if the
additional cost of reproduction is contributed by the author: you would receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article.

Please note that because of technical complications which may arise by
converting colour figures to 'grey scale' (for the printed version, should you not
opt for colour in print), you should submit in addition usable black and white
figures corresponding to all colour illustrations.

10. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following URL.:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Preparation of supplementary data

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance
your scientific research. Supplementary files offer the author additional
possibilities to publish supporting applications, movies, animation sequences,
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Abstract

The purpose of this work was to isolate and cultivate mesenchymal
stem cells (MSC) derived from equine adipose tissue and conduct cellular
characterization with the following markers: CD90, CD44 and CD13. Adipose
tissue collection was performed at the base of the horses’ tails, followed by
immediate isolation and cultivation of the MSC and posterior characterization
by flow cytometry for the interspecies reaction test using mouse anti-rat CD90
monoclonal antibody (mAb), fluorescein isothiocyanate (FITC), and tests with
specific mAb mouse anti-horse CD13 and mouse anti-horse CD44. The
technique used for isolation and cell cultivation proved to be safe and viable.
The CD90 mAb expressed cross reaction with MSC derived from equine
adipose tissue and CD44 showed greater expression in cells as the number of
culture passages increased. Although marker CD13 expresses reaction in
other studies involving MSC in different species, it presented no expression in
the experiment realized. The results obtained revealed the immunophenotypic
characterization of the surface of isolated and cultivated MSC, classifying
these cells as a promising type of progenitor cells that can be applied in

equine cellular therapy.

Keywords: immunophenotypic characterization; equine; adipose tissue;

mesenchymal stem cells
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1. Introduction

Isolation of MSC derived from equine species has been reported in a
number of different tissues, including bone marrow (Smith et al., 2003), fat
tissue (Vidal et al., 2007), umbilical cord blood (Koch et al., 2007) and
peripheral blood (Koerner et al., 2006). Equine MSC derived from adipose
tissue show the capacity to differentiate appropriate culture conditions using
specific hormones and growth factors in mesodermal tissue lines, such as
bone, cartilage and fat (Vidal et al., 2007).

In the equine species, several research groups worldwide are studying
the use of cellular therapy in the treatment of tendinitis, involving different
sources of stem cells, such as the mononuclear fraction of bone marrow
(Barreira et al., 2008), MSC culture derived from bone marrow and
implantation of MSC derived from adipose tissue (Fortier and Smith, 2008).
The efficacy and safety of these treatments and the basic characteristics of
stem cells used remain largely unknown (Koch et al., 2008).

The stromal vascular fraction cells of adipose tissue have received
growing attention from researchers due to their relative abundance, ease of
acquisition and high proliferative capacity with great potential for differentiation
into multi-line cells (De Ugarte et al., 2003).

Stromal cells derived from adipose tissue present positive expression for the
following surface markers: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49 (d), CD49
(e), CD54, CD55, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146 and CD166
(Schéaffler and Blchler, 2007).

Minimum criteria for the characterization of human MSC were created. These
should present adherence to the plastic when maintained under culture
conditions, express the markers CD105, CD73 and CD90, present no
expression for the markers CD45, CD34, CD14 or CD11b, CD79a or CD19
and the HLA-DR surface molecules, and present the capacity to differentiate
into osteoblasts, adipocytes and condroblasts in vitro (Dominici et al., 2006).

Independent research groups have obtained highly compatible, though
not identical, profiles of the expression of surface proteins of adult stem cells
derived from adipose tissue. Certain discrepancies exist, for example, a study
by Gronthos et al., (2001) detected CD34 and CD106 in adipose tissue-
derived adult stem cells, while Zuk et al., (2001) did not obtain the same result.
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One major difficulty in characterizing MSC cells in veterinary medicine
is due to the low number of specific monoclonal antibodies available and
evidence that certain markers from other species do not present a cross
reaction with the equine species (Taylor et al. 2007). A study by Mambelli et
al. (2009), did not obtain reactivity between the human MSC marker CD29 and
MSC derived from equine adipose tissue.

The objectives of present work were the isolation and
immunophenotypic characterization of the surface of MSC derived from equine
adipose tissue. An expressive number of specific MSC markers for the equine
species are not yet available; thus, the interspecies reaction test was
conducted using mouse anti-rat CD90- FITC (Caltag Laboratories,
Burlingame, CA, USA) monoclonal antibody, as well as tests with specific
monoclonal antibodies mouse anti-horse CD13 (AbD Serotec, Kidlington,
Oxford, UK) and mouse anti-horse CD44 (AbD Serotec, Kidlington, Oxford,
UK).

2. Materials and methods

The experimental protocol was approved by the Committee of Ethics
and Animal Welfare of the School of Veterinary Medicine and Animal Science,
Sao Paulo State University, Brazil, and was performed under international
guidelines for the care and use of experimental animals. Eight mares of
undefined breed, aged between 2 and 3 2 years-old, were used.
2.1 Adipose Tissue Harvest

The region above the dorsal gluteal muscle, at the base of the tail, was
chosen as the adipose tissue collection site due to the availability of the
material, the absence of large veins and easy access. The mares were
sedated with xylazine (1mg/kg, i.v.) followed by infiltration of the skin and
subcutaneous tissues with anesthetic 2% lidocaine chloride using an inverted
L-block. An incision of approximately 10cm in length was performed parallel to
and approximately 15cm below the spinal column, permitting visualization of a
layer of adipose tissue between the skin and musculature. Approximately 5mL
of adipose tissue was collected and stored in a sterile 50mL conic tube
containing RPMI-1640 medium (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
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such that the sample was entirely immersed. The skin was sutured with nylon
suture in simple separated stitches.
2.2 Isolation of stromal vascular fraction cells

After acquiring the sample materials, these were submitted to
successive washes with PBS in sterile Falcon tubes. In order to isolate the
cells, the extra cellular matrix was then delicately submitted to mechanical
separation using a no. 15 scalpel blade and the digestive action of 0.02% of
type | collagenase (Gibco, Grand Island, NY, USA) in RPMI-1640 medium, in
a humidified heater at 37°C, under 5% CO, for 12 h, followed by neutralization
of the enzyme with Knockout DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’'s medium,
Gibco, Grand Island, NY, USA) containing 10% FBS. This solution was
centrifuged with a relative centrifugal force (RCF) of 260g for 10 min and the
supernatant was aspirated and added to PBS and homogenized for future
centrifugation. Following this procedure, the number of cells was quantified in
a hemocytometer to evaluate cellular viability by the Trypan Blue 0.02%
(Gibco, Grand Island, NY, USA) exclusion test.
2.3 Cell cultivation

The cell culture plates were maintained in a heater at 37°C and 5.0%
CO; and the cultured medium used was Knockout DMEM and 10% FBS (Fig.
1a). The medium was changed every three days and when minimum
confluence of 70% of the plate occurred (Fig. 1b), trypsinization was
conducted, based on a technique previously described in horses (Vidal et al.
2007). 100 yL was collected and transferred to a hemolysis tube for cell
counts, where the number of cells was quantified by hemocytometer to
evaluate cellular viability by the Trypan Blue exclusion test. The remainder
was transferred to three 25cm? culture plates that were further incubated at
37°C and 5.0% COs.. Cell cultivation was maintained up to the fourth passage
using samples from one horse and up to the second passage for the
remaining horses, after which cell counts and MSC characterization were
conducted.
2.4 Flow cytometry analysis

Flow cytometry was performed in FACSCalibur (BD, Franklin Lakes,
NJ, USA) equipment from the first to the fourth passage using the mouse anti-
rat CD90-FITC mAb, to evaluate interspecies expression, and the specific
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monoclonal antibodies mouse anti-horse CD13 and mouse anti-horse CD44,
which were marked with goat anti-mouse IgG-FITC IgG (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) secondary mAb (Fig. 2).

3. Results and discussion

The technique used for the isolation and cultivation of MSC derived
from equine adipose tissue proved to be safe and viable regarding the
expansion of cell numbers. Flow cytometry analysis revealed the expression of
CD90 in all the passages tested (1% - 4™), determining interspecies cross
reaction between rat and horse. CD44 also expressed a reaction with MSC in
all the passages; however, greater expression was observed as the number of
passages increased. In relation to analysis of the surface marker CD13, no
reaction was obtained with MSC derived from equine adipose tissue (Table 1).
Analysis of the results of markers CD90 and CD44 revealed compatibility with
the results obtained in experiments using MSC derived from human adipose
tissue (Dickera et al., 2005; Mitchell et al., 2006; Kern et al., 2006; Tapp et al.,
2009). Marker CD13 also expressed when used on fresh vascular fraction
cells and those derived from human adipose tissue, according to studies by
(Schaffler & Blichler 2007; Mitchell et al., 2006; Kern et al., 2006; Tapp et al.,
2009). However, in this work, it presented no reaction, showing incompatibility
with the data obtained in studies performed on human tissue. A specific
monoclonal antibody to identify mesenchymal stem cells is not yet available;
thus, it is important to conduct such characterization using the largest number
of markers that present a reaction (CD44, CD90 and CD105) and that present
no reaction (CD34 and CD45). No test using a negative marker was performed
in this study due to the lack of a specific marker for the equine species, which
makes the information regarding negative expression inconclusive at this time.

The study revealed that cultivated MSC derived from equine adipose
tissue show similar characterization in these cells to markers used in studies
involving other species; however, no correlation was determined when marker
CD13 was used for immunophenotypic characterization of the surface of MSC.
This discrepancy could be explained by the different cell isolation methods
used, the period of cell culture prior to analysis, the use of monoclonal
antibodies detecting different epitopes of the same surface protein and
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different degrees of sensitivity used during flow cytometry analysis (Gimble
and Guilak, 2003).

Our data, taken together with previously published, strongly suggest
that stem cells isolated from equine adipose tissue are a promising candidate
for cellular therapy in equine veterinary medicine. These findings will also
provide biological, technical, and procedural knowledge for further studies

toward technological advance in cellular therapy on horse health.
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Tables

Expression of MSC derived from equine adipose tissue

Marker |PO P1 p2* P3*
CD 13 [6.31% +4.95 6.30% £3.27 |2.08% 2.82%
CD44 |45.23% +40.01|70.33% +29.62 |30.63% |75.85%
CD90 95.15% +£2.90 [95.15% £3.71 [90.84% |95.49%

Table 1. PO, 1% passage; P1, 2" passage; P2, 3™ passage; P3, 4™ passage; *test

performed only on samples from one horse.
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Figure captions

Fig. 1. (a) Image of MSC derived from equine adipose tissue in the 2™ passage with
70% confluence, prior to trypsinization. (b) MSC presenting fibroblastoid

characteristics and adherence to the plastic.

Fig. 2. Immunophenotypic analysis of MSC derived from equine adipose tissue.
Histogram representing the flow cytometry performed on the MSC in the 1% passage

using the following markers: CD90, CD 44 and CD13.
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