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CARVALHO, A.M. Implante Autólogo de células-tronco mesenquimais do 

tecido adiposo no tratamento de tendinites experimentais em eqüinos: 

avaliação clínica, ultrassonográfica, histopatológica e imunoistoquímica. 

Botucatu, 2009, 134p., dissertação de mestrado, UNESP, Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia. 

 

RESUMO 

 

   

        A lesão do tendão do músculo flexor digital superficial é uma importante 

causa de claudicação em eqüinos atletas. Embora existam diversos 

tratamentos descritos, poucos são eficazes na melhora significativa da 

qualidade da matriz extracelular. Com isso, há um grande potencial de 

desenvolvimento de recidivas, e em alguns casos até causar o término precoce 

da carreira atlética do animal. Recentemente, diversos experimentos vêm 

focando no potencial terapêutico das células-tronco mesenquimais em casos 

de lesões de difícil cicatrização. O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade 

da cicatrização tendínea de animais tratados com o implante autólogo das 

células-tronco mesenquimais cultivadas derivadas do tecido adiposo, tendo 

como foco a caracterização das fibras colágenas tipo I e tipo III, via 

imunoistoquímica, presentes no tecido cicatricial tendíneo. Foi induzida lesão 

do tendão flexor digital superficial (TFDS) de ambos os membros anteriores de 

8 eqüinos, seguida de implante autólogo em apenas um membro de cada 

animal. Os animais foram avaliados por  parâmetros clínicos e 

ultrassonográficos e após biópsia, realizada em dois diferentes momentos 60º 

dia e no 150o dia do experimento, sendo verificadas características histológicas 

e imunoistoquímicas. A terapia com implante autólogo das células-tronco 

mesenquimais acelerou o processo de cicatrização tendínea, melhorou a 

organização cicatricial, e fazendo uma comparação entre o grupo tratado e o 

grupo controle houve  maior expressão do colágeno tipo I. O procedimento 

demonstrou ser seguro e viável.  

 

Palavras-chave: eqüino; tendão; 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 Veterinária 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 I and type III, 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 I 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. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

 

É indiscutível a importância da tendinite do flexor digital superficial 

(TFDS) para todos profissionais que trabalham diretamente no mercado 

eqüestre. Além de comprometer significativamente o desempenho atlético, a 

enfermidade pode resultar no fim da carreira do animal. Existem vários fatores 

predisponentes descritos para TFDS, como ferrageamento incorreto, 

sobrepeso, piso irregular, idade, e principalmente o tipo e intensidade de 

exercício praticado (ROSS e DYSON, 2003). Todos estes fatores, isolados ou 

em conjunto, podem resultar em lesão tendínea facilmente observada pela 

manifestação dos sinais clínicos por meio da claudicação, inflamação, aumento 

de volume, calor e sensibilidade ao toque. 

Através da utilização da ultrassonografia na avaliação de estruturas 

tendo-ligamentares foi possível uma melhor definição do diagnóstico, 

caracterizando-se o tipo da lesão e da estrutura afetada, sendo possível 

instituir um prognóstico mais adequado. 

Apesar de existirem vários métodos terapêuticos para o controle desta 

lesão, ainda não se encontrou um tratamento ideal, culminando em longo 

período de reabilitação, baixa taxa de sucesso na terapia e grande 

porcentagem de recidivas. Esta última justificada, em parte, pelo tipo de fibras 

tendíneas, que após a lesão não retornam ao estado original e conferem assim 

ao tendão uma menor resistência.  

Recentemente, experimentos vêm se concentrando no potencial 

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

em enfermidades complexas, ou lesões de difícil cicatrização. 

As células-tronco mesenquimais possuem capacidade de auto-

replicação, além da habilidade de se diferenciar em fibroblastos, osteoblastos, 

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

local. Esta diferenciação ocorre por toda a vida, tornando seu estudo 

particularmente interessante em lesões do sistema músculo-esquelético. 

Apesar do uso constante em pesquisas de células cultivadas, alguns 

experimentos utilizam a medula óssea total para o tratamento de tendinites, ou 

ainda o implante da fração mononuclear. Dentre as células mononucleares, 
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existem as hematopoiéticas, que originarão células do sangue (linfócitos, 

eosinófilos, basófilos, neutrófilos, células vermelhas e plaquetas) e as 

mesenquimais, que poderão originar células musculares, hepatócitos, 

osteócito, tecido adiposo, condrócitos e estroma. O uso de toda a fração 

mononuclear em tratamentos de lesões ortopédicas possui a vantagem de 

permitir a realização do implante no momento do diagnóstico, com menor 

tempo de preparo das células e custo reduzido, além de aumentar a 

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

coleta de medula óssea. 

O conhecimento sobre a reparação tendínea e suas implicações na 

capacidade atlética do indivíduo acometido pela tendinite vêm estimulando a 

realização de pesquisas sobre novas terapias aplicadas a este tecido. A terapia 

celular com células-tronco mesenquimais tem mostrado resultados promissores 

em diversos trabalhos já publicados. No entanto, apesar de um grande 

potencial, ainda há necessidade de estudos controlados que confirmem a real 

contribuição deste método terapêutico na qualidade da matriz tendínea e 

recuperação da sua função. 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ESTRUTURA E FUNÇÃO DOS TENDÕES 

 

 

Os tendões são associados aos músculos e formam uma continuação 

da estrutura colágena que suporta as fibras musculares contráteis (GOODSHIP 

et al., 1994). 

O corpo do músculo flexor digital superficial tem origem na porção 

proximal do epicôndilo medial do úmero, possui fortes inserções tendíneas e 

progressivamente continua como tendão flexor digital superficial no membro 

torácico distal. Esse tendão também se origina do ligamento acessório, 

inserindo na região caudo medial do rádio. O tendão 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, 
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posterior ao ligamento intersesamoideo, seu formato fica simétrico sofrendo um 

espessamento. Na região distal dos ossos sesamóides proximais, o tendão 

flexor digital superficial fica progressivamente mais fino no plano digital e mais 

espesso no plano abaxial. Na região distal da falange proximal, o ramo distal 

do tendão separa-se e torna-se espesso distalmente, em cada lado da 

quartela.  Eles terminam entre os ligamentos palmar axial e abaxial da 

articulação interfalangeana proximal (DENOIX, 1994, 1996). 

Os tendões transferem as forças geradas pela contração do músculo 

para o movimento do esqueleto, promovem o suporte esquelético e aumentam 

a eficiência da locomoção através do armazenamento e liberação de energia. 

Tendões são necessários para suportar forças de alta tensão, possuindo fibras 

de colágeno arranjadas em um padrão estritamente paralelo. 

Os tenócitos são células altamente diferenciadas que têm um potencial 

limitado para replicação. Fazem parte de uma extensiva rede tridimensional de 

componentes da matriz extracelular e são constituídos principalmente por 

colágeno tipo I, tipo III e tipo V, além de proteoglicanos, elastina e fibronectina 

(VIOLINI et al. 2009).  

O tendão é composto de um tecido conjuntivo denso fibroso 

caracterizado por uma precisa organização de fibroblastos esparsos, fixados 

em uma matriz extracelular (MEC) rica em colágeno altamente organizado.  A 

complexa hierarquia estrutural permite deformação plástica sobre cargas de 

alta tensão. As fibras de colágeno são organizadas paralelamentes em feixes 

ao longo das linhas de tensão. Fibroblastos fusiformes são organizados 

longitudinalmente entre os feixes de fibrilas de colágeno. Uma extensa rede 

tridimensional de extensão citoplasmática encobre os feixes de fibrilas de 

colágeno e promove uma forma de comunicação 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 tendão, e 

apresenta importante contribuição para a elasticidade desse tecido 

(GOODSHIP et al., 1994 e WOO et al., 1994); proteoglicanos, que abrangem 

menos de 5% do peso seco do tendão, entretanto, têm um importante papel na 

interação célula-célula e célula-matriz extracelular, assim como o controle da 

produção das fibrilas de colágeno e seu diâmetro, e a homeostase tendínea 
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(BIRCH, 1993 e BIRCH et al., 1998 e VOGEL et al., 1986); e colágeno, que 

compõe mais de 80% do peso seco do tendão (WOO et al., 2006), sendo 95% 

colágeno tipo I (RILEY, 2005). O restante do colágeno consiste primariamente 

no colágeno tipo III com pequenas porções de outros tipos de colágeno 

(FRANK, 2004).   

O colágeno do tipo III é o segundo mais abundante e pode ser 

encontrado ao redor das fibras do tipo I e no endotendão. Com a idade, é 

observado um aumento de sua quantidade, especialmente na área central do 

terço médio da região metacarpiana (GOODSHIP et al., 1994; SMITH e 

WEBBON, 1996 e ALVES, 1998). Traços de colágeno do tipo II, V e VI foram 

detectados em tendões normais (GOODSHIP et al., 1994; CRAYCHEE, 1995; 

SMITH e WEBBON, 1996; ALVES, 1998; CARVALHO et al., 2006). 

O diâmetro das fibras colágenas, obtido em corte transversal, apresenta-

se uniforme durante a fase inicial de desenvolvimento, mas com o avançar da 

idade é notado um padrão bi ou tri-modal (GOODSHIP et al., 1994). Com a 

lesão, é observada a tendência ao aumento da quantidade de fibras de menor 

diâmetro (SMITH e WEBBON, 1996). 

A nutrição da estrutura tendínea é obtida por difusão, através das 

bainhas sinoviais e pelo afluxo sanguíneo proveniente da junção músculo-

tendínea, da inserção óssea, do epitendão e endotendão. Áreas avasculares 

são encontradas em regiões sujeitas às forças compressivas e de tensão, 

sendo seu aumento observado com a idade (SMITH e WEBBON, 1996).   

 

 

 2.2 FISIOPATOLOGIA DA TENDINITE 

 

 

A incidência de tendinite e desmite na população de cavalos de 

performance é estipulada entre 11% e 46% (DAHLGREN, 2007). A tendinite e 

a desmite são as lesões 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).  
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Um recente estudo epidemiológico em Hong Kong reportou que a 

tendinite segundo o relato de veterinários é a causa mais comum de 

aposentadoria em cavalos de corrida (LAM et al., 2007). 

Há maior incidência de tendinites em potros machos que em fêmeas, as 

possíveis explicações para este fato são que: os machos possuem maior 

velocidade, necessidade de tempo maior para condicionamento e 

conformação; podem existir diferenças entre os sexos no metabolismo das 

fibras do tendão; resposta dos mecano receptores ao exercício (YOSHIKAWA 

et al., 2001, 2002).  

Em condições fisiológicas normais, o tendão é um tecido pobremente 

vascularizado com uma baixa densidade de células que exibem atividade 

mitótica reduzida. Essa é a possível explicação para a cicatrização tendínea 

ser lenta e, na maioria dos casos, resulte em uma matriz extracelular 

mecanicamente inferior (VIOLINI et al., 2009).        

O tendão flexor digital superficial no cavalo atinge tensão máxima de 

16% durante o galope, próximo ao seu limite funcional (STEPHENS et al., 

1989). A tensão aferida in vitro mostrou, entretanto, que o limite para a falência 

do TFDS acontece ao redor de 10-20% da tensão (GOODSHIP et al., 1994). 

Ou seja, o tendão trabalha muito próximo ao seu limite de tolerância, e assim 

as lesões causadas por hiperextensão do TFDS são comuns nos eqüinos 

atletas. A lesão pode ocorrer por um episódio abrupto, quando as forças 

exercidas sobre o tendão ultrapassam o limite de tensão suportado; ou ainda, 

um acúmulo de pequenas microlesões que enfraquecem todo o tendão ou 

parte dele e culminam na lesão completa ou em uma porção da estrutura 

(GOODSHIP e BIRCH, 1996).  

A aparência histológica descrita por Webbon, 1978, observada em 

tendões normais, demonstrou alterações celulares, porém sem apresentação 

de sinais clínicos. As microlesões observadas nos tendões dos eqüinos podem 

ocorrer devido ao exercício intenso e constante, se tornando mais freqüentes 

com o avanço da idade (SMITH et al., 2002b). Wilson e Goodship, 1994, 

demonstraram que o exercício de alta intensidade eleva a temperatura no 

interior do tendão, atingindo cerca de 45°C. É possível que esse aumento na 

temperatura local influencie na formação das microlesões, porém, não 

resultando necessariamente em morte celular. Uma das possibilidades é a de 
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que a ocorrência de repetidos quadros de hipertermia local comprometa o 

metabolismo dos tenócitos e/ou cause danos à MEC, levando à degeneração 

tendínea (BIRCH et al., 1997).  

Outros possíveis fatores seriam o pobre fluxo sanguíneo na área 

tendínea, que durante a sobrecarga constante sofrida pelo membro durante o 

exercício pode gerar uma hipóxia localizada, e assim, uma isquemia tecidual e 

ou a produção de radicais livres (SMITH e GOODSHIP, 2004). 

Os eventos envolvidos na reparação tendínea de eqüinos têm sido 

estudados através da inoculação intratendínea de colagenase purificada de 

bactérias que causam destruição das fibras colágenas tendíneas, simulando 

tendinites de ocorrência 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 cicatrização tendínea é dividido em três fases; inflamação 

aguda, proliferação e remodelamento. 

Inflamação aguda é a fase da reparação que tem início imediatamente 

após a lesão e termina entre uma a duas semanas, dependendo da severidade 

da lesão e da aplicação de fármacos antiinflamatórios. Histologicamente ocorre 

o influxo de células responsáveis por uma variedade de eventos necessários 

para a progressão da cicatrização. Os monócitos e os macrófagos auxiliam no 

debridamento da matriz extracelular lesada via fagocitose e a produção de 

fatores vasoativos e quimiotáticos que promovem a angiogênese, estimulam a 

produção celular e recrutam células adicionais que estão envolvidas no reparo 

tendíneo. Também há um rápido aumento da expressão gênica de fatores de 

crescimento e citocinas que participarão dos eventos celulares subseqüentes. 

Os eritrócitos se acumulam no local da lesão como resultado da lesão do 

endotendão em conjunto com o dano na matriz extracelular (DAHLGREN, 

2007). Em um modelo de indução de lesão tendínea com o uso da colagenase, 

as lesões agudas eram caracterizadas predominantemente pelo acúmulo de 

células vermelhas dentro da lesão, que é consistente com a formação de 

hematoma e com características ultrassonográficas hipoecóicas (DAHLGREN 

et al., 2005).    

A fase proliferativa inicia-se quando a resposta celular aguda está 

diminuindo, poucos dias após o início da lesão e pode perdurar de semanas a 
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meses. O endotendão sofre uma hipertrofia com o acúmulo de elementos 

vasculares e celulares. A massa da população celular do endotendão é grande, 

circular para oval e indiferenciada, sugerindo que essas podem ser células 

progenitoras que podem ter migrado para a área lesada em resposta aos 

fatores quimiotáticos produzidos imediatamente após a lesão. A potencial fonte 

dessas células progenitoras deve ser os vasos sanguíneos (DAHLGREN et al., 

2007).  

A fase proliferativa tem seu auge com aproximadamente quatro 

semanas após a lesão, com o número celular elevado no tecido cicatricial por 

até 24 semanas após a lesão. A produção de matriz extracelular aumenta 

rapidamente após a lesão. A expressão gênica de colágeno tipo I e colágeno 

tipo III também tem um aumento repentino e abrupto após a lesão (ERIKSEN et 

al., 2002; CLEGG et al., 2007). Nas quatro semanas iniciais após a lesão, o 

colágeno tipo III aumenta para aproximadamente 66% do colágeno total de um 

tendão normal. Com oito semanas, o colágeno tipo I volta novamente ao 

patamar de 90% do total de colágeno (DAHLGREN et al., 2002; DAHLGREN et 

al., 2005). Com aproximadamente quatro semanas após o início da tendinite, a 

lesão é preenchida com tecido fibroso imaturo, semelhante ao tecido de 

granulação. Nesse estágio, a matriz extracelular apresenta uma propriedade 

mecânica inadequada para suportar qualquer tipo de exercício físico 

(DAHLGREN, 2007). 

Oito semanas após a lesão com colágenase, o tendão ainda demonstra 

um padrão de reparo desorganizado, entretanto a deposição de matriz 

intercelular é mais proeminente. Porém, o arranjo casual celular e das fibras 

ainda não apresenta semelhança à estrutura bem organizada do tendão normal 

(WILLIAMS et al., 1984). 

Com 20 semanas, o tendão continua mole e gelationoso. O tecido 

cicatricial é caracterizado por hipercelularidade e intensa vascularização com 

os fibroblastos contendo núcleo redondo a levemente alongado, parcialmente 

organizado entre as fibras de colágeno. O endotendão é hipercelular com 

abundante vascularização menos organizada e mais espessa que o 

endotendão normal. O arranjo paralelo e longitudinal das fibras é parcial 

(MARXEN et al., 2003).   
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A fase de remodelamento inicia-se aproximadamente com seis semanas 

após a lesão e estende por seis a doze meses ou até mais tempo. As fibras de 

colágeno ficam alinhadas em modo paralelo ao longo da força de tensão. A 

ligação cruzada entre as moléculas de colágeno apresenta um aumento 

exponencial na força de tensão, com o aumento do tempo a ligação cruzada 

estas ligações 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 básica dos 

tendões e com o auxílio da ultrassonografia, que permite um diagnóstico mais 

adequado das lesões, diversas pesquisas têm testado a eficácia das terapias 

aplicadas à tendinite. Em geral, os objetivos das terapias são: diminuição da 

inflamação, melhora da qualidade do tecido cicatricial e redução do tempo de 

cicatrização, resultando na restauração da morfologia e da função tendínea 

próximos ao original, reduzindo o índice de recidivas e diminuindo os prejuízos 

(GAUGHAN, 1998; OIKAWA e KASASHIMA, 2002). 

 

 

2.3.1 Tratamentos Convencionais 

 

 

A terapia com antiinflamatórios não esteróides (AINE) é recomendada 

durante os primeiros dez dias após o início da lesão e seu uso é de extrema 

importância para a redução do dano tecidual. Os AINE tópicos, como o 

diclofenaco sódico, podem ser úteis como adjuvantes da terapia sistêmica e 

reduzem os riscos dos efeitos tóxicos dos AINE sistêmicos (DAHLGREN, 

2008). 

A administração 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 após a lesão, pois possuem ação 
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rápida (BRAMLAGE, 1998; GENOVESE, 1998; GAUGHAN, 1998). Apesar do 

benefício destes fármacos, o uso prolongado deve ser evitado, pois possuem 

potencial de indução de úlceras gástricas, lesões renais e demais efeitos 

colaterais (HENNINGER, 1992). Estes fármacos possuem ação inibidora da 

prostaglandina sintetase (ciclo-oxigenase) em tecidos inflamados, reduzindo os 

sinais clínicos da inflamação (NELL et al., 2002). 

A área afetada deve receber um penso temporário, que, ao promover 

uma compressão uniforme, minimiza o edema, além de diminuir ou neutralizar 

as forças biomecânicas da estrutura afetada (GAUGHAN et al., 1998; REEF, 

1998). A bandagem pode ser trocada diariamente ou a cada vez que for ser 

realizada a aplicação da terapia a frio (DALGREN, 2008). 

Tratamentos convencionais que envolvem longos períodos de repouso 

aliado a um regime de exercícios controlados resultam em um melhor retorno à 

forma quando comparado a animais que são simplesmente soltos a pasto 

(GILLIS, 1997). A atividade física é importante na fase de maturação, pois a 

tensão aplicada corretamente às fibras tendíneas contribui para a produção e 

orientação das fibras colágenas. Assim, recomenda-se que, após a lesão, o 

animal seja confinado por um curto período de tempo, a fim de prevenir o 

aumento da lesão ou envolvimento de outras estruturas (REEDING, 1992; 

ALVES et al., 1998; GAUGHAN, 1998).  

A aplicação tópica de frio deve ser realizada intensamente na fase inicial 

através de gelo, ducha ou massagens frias, com o objetivo de reduzir a 

resposta inflamatória inicial (GAUGHAN et al.,1998; REEF, 2001), sendo 

realizada diversas vezes ao dia, com duração de 20-30 minutos em cada 

aplicação. Atualmente existe um aparelho que promove a compressão cíclica 

em conjunto com a circulação de água gelada para maximizar a eficácia do 

tratamento (http://www.gamereadyequine.com/). A compressão cíclica estimula 

a drenagem linfática e auxilia a dirigir o frio em tecidos mais profundos 

(DAHLGREN, 2008).  

Outras técnicas de fisioterapia como ultrassom e laserterapia são 

também utilizadas, embora possuam resultados comprovados cientificamente 

em humanos e animais de laboratório, mas não na espécie eqüina. 

O uso de hialuronato de sódio e glicosaminoglicanos polisulfatados 

injetados no local da lesão têm sido sugeridos como um modo de promover 
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melhor reparação tendínea. No entanto, Dyson (1997) contraria esta idéia ao 

mostrar que nenhum destes tratamentos trouxe maiores benefícios do que a 

abordagem conservativa. 

Manipulações farmacológicas do processo cicatricial vêm sendo 

testados com o uso de fatores de crescimento e fumarato de beta-

aminopropionitrilo fumarato (FBAPN). Essa última substância tem como função 

inibir a lisil-oxidase, uma das enzimas responsáveis por promover as ligações 

cruzadas de colágeno. Assim, prevenindo a ocorrência das ligações no estágio 

inicial da cicatrização (30-90 dias), permitiria uma melhor organização da 

deposição do colágeno, aliado ao exercício (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 máxima intensidade (REEF et al, 1996; REEF et al, 1997), o que 

questiona a eficácea do uso de FBAPN no tratamento de tendinites em 

eqüinos. Atualmente, este medicamento não se encontra disponível no 

mercado. 

 Vários estudos preliminares sugerem que a administração de fatores de 

crescimento exógenos em um tendão lesado pode melhorar a cicatrização e o 

reparo tendíneo (DAHLGREN et al., 2002; RODEO et al., 2007; 

THOMOPOULOS et al., 2007). Experimentos com infiltração intralesional com 

fatores de crescimento (TGF-β e IGF-1) na terapia tendínea têm apresentado 

resultados promissores, entretanto há dificuldade no estabelecimento da dose 

(ASPENBERG e FORSLUND, 1999). Uma possibilidade de introduzir uma 

concentração variada de fatores de crescimento na área tendínea lesada é 

através da injeção de plasma rico em plaquetas (PRP) (ANDRES et al., 2008; 

MAIA, 2008).  

Existem evidências que a terapia por ondas de choque extracorpóreo 

(shock wave) estimula a liberação de fatores de crescimento que podem 

promover a cicatrização do tendão. Em um estudo realizado com ratos, pode 

ser observado o aumento da proliferação de tenócitos e o aumento da 

expressão de fatores de crescimento (TGF-β e IGF-1) após a terapia com as 

ondas de choque extracorpóreo (CHEN et al., 2004). Um estudo semelhante 

realizado na espécie eqüina também mostrou o aumento de fatores de 

crescimento (CAMINOTO et al., 2005). 
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  Algumas técnicas cirúrgicas são indicadas para o tratamento de 

tendinites em situações específicas, como o splitting tendíneo, que promove a 

drenagem do hematoma intra-tendíneo e a desmotomia do anular, realizada 

em tendinites do TFDS, quando acomete o terço distal da região metacarpiana 

(BRAMLAGE, 1998; REEF, 1998; OIKAWA e KASASHIMA, 2002; ALVES et al, 

2002). Em 1998, Bramlage descreveu a desmotomia do acessório do TFDS, 

relatando o alongamento do músculo flexor digital superficial e seu tendão, 

aumentando o limite elástico, com conseqüente aumento da taxas de retorno 

às corridas e diminuição de recidivas. Sua eficácia é controversa, sendo 

relatado o possível aumento do risco da instalação de desmites do suspensório 

do boleto (REEF, 1998).   

Alguns dos objetivos para o desenvolvimento de um tratamento efetivo 

nas tendinites visam à redução da formação de tecido cicatricial, bem como 

promover a regeneração de tenócitos normais e da matriz extracelular (MEC), 

de forma a restabelecer a resistência e funcionalidade normal do tendão 

lesado, reduzindo os riscos de recidiva.  

 

 

2.3.2 Células-Tronco  

 

 

Também conhecidas como células-mãe ou células estaminais, são 

células que possuem a capacidade de se dividir dando origem à células 

semelhantes às progenitoras e de se diferenciar em outros tipos celulares. As 

células-tronco podem ser classificadas quanto ao grau de diferenciação: 

Células-tronco totipotentes - são capazes de originar todos os tecidos 

fetais, incluindo as membranas embrionárias (exemplo: óvulo fecundado, célula 

híbrida obtida por transferência de núcleo somático). 

Células-tronco pluripotentes - são capazes de originar aos mais de 250 

tipos diferentes de tecidos de um indivíduo adulto, ou seja, capazes de originar 

tecidos de todos os tipos embrionários (ectoderma, mesoderma, endoderma). 

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

mais tipos celulares da mesma linhagem germinativa. Exemplo: célula-tronco 
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mesenquimal da medula óssea que pode ser diferenciada em células ósseas, 

músculo e cartilagem. 

O uso potencial das células-tronco embrionárias (pluripotentes) para 

certas doenças e terapias celulares é enorme, porém, envolve diversas 

questões éticas, principalmente em relação ao embrião humano, e seu uso tem 

sido associado com a formação de tumores (WAKITANI et al., 2003), mais 

especificamente, o teratoma. Também há evidência da indução de tumores 

(sarcoma) pelas células-tronco mesenquimais implantadas junto de bioscaffold 

em camundongo (TASSO et al., 2009), por isso é necessário um maior número 

de investigações à fim de evitar essa ocorrência. O fato de a célula-tronco 

adulta ou do cordão umbilical poder causar a formação 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 pluripotência 

induzida (iPS, na sigla em inglês), que são células do organismo adulto que 

foram reprogramadas geneticamente para se comportar como células 

pluripotentes, idênticas às células-tronco embrionárias, com capacidade para 

se transformar em todo tipo de tecido. A técnica consiste na reprogramação 

das células adultas usando um vírus, como cavalo-de-tróia, para inserir nas 

células adultas quatro fragmentos de DNA capazes de ativar genes 

normalmente funcionais em células-embrionárias (GUIMARÃES, 2009). 

A exploração da diferenciação das células-tronco como terapêutica 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 biológicos e biomateriais, 

sozinho ou em combinação, com o objetivo de restaurar a função e a estrutura 

do tecido normal. Biofatores são utilizados indiretamente na medicina eqüina, 

como nos casos da combinação das células-tronco com o plasma rico em 

plaquetas, sobrenadante da medula óssea, ou soro autólogo (KOCH et al., 

2009). 

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

redor do mundo têm estudado o seu uso terapêutico em diversas doenças 
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ortopédicas na espécie eqüina, como por exemplo, tendinites, desmites, 

doenças articulares e fraturas ósseas. O uso de células-tronco mononucleares 

(BARREIRA, 2005; BARREIRA et al., 2008; OLIVEIRA, 2008) e mesenquimais 

no tratamento de lesões tendíneas 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 lesões 

músculo esqueléticas tem mostrado resultados promissores. 

Atualmente, há estudos do emprego da terapia celular para casos de 

infarto do miocárdio, diabetes tipo I, lesão da medula espinhal, enfermidades 

pulmonares, tratamento de leucemias, doenças renais, reconstituição do tecido 

epitelial, fraturas com grandes perdas ósseas, disfunção muscular, na 

recuperação da cartilagem, tendinite e desmite (SCHÄFFLER & BÜCHLER, 

2007). 

As células-tronco adultas podem manifestar uma resposta regenerativa 

através da diferenciação em células maduras no tecido nas quais essas foram 

implantadas e produzindo um tecido apropriado de matriz extracelular (MEC). 

Elas também contribuem na cicatrização através da produção de proteínas 

bioativas (fatores de crescimento e citocinas) que exerce um efeito de 

sinalização local através do recrutamento das células-tronco endógenas e 

induzindo efeitos anabólicos nas células recém recrutadas e nas células 

maduras tecido-específico já presentes no tecido. O potencial de diferenciação 

celular, produção de fatores de crescimento, e o recrutamento celular têm feito 

da tecnologia das células-tronco um dos tópicos mais discutidos da atualidade 

(DAHLGREN, 2008). 

  

 

 2.3.3 Células-Tronco Mesenquimais 

 

 

Durante os últimos anos na medicina veterinária houve um aumento no 

interesse em entender a biologia das células-tronco mesenquimais. Esse 

interesse vem do seu potencial uso terapêutico, especialmente quanto ao 
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reparo de feridas, engenharia tecidual e aplicação no campo terapêutico, 

incluindo a cirurgia regenerativa (VIOLINI et al., 2009). 

As fontes utilizadas com finalidade terapêutica de células-tronco 

mesenquimais na espécie eqüina são a medula óssea e o tecido adiposo, 

embora também já 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 cordão umbilical (REED et al., 2008). Em humanos e em outras 

espécies as células-tronco mesenquimais também já foram isoladas do 

músculo (WILLIAM et al. 1999), osso trabecular (NOTH et al., 2002), cérebro 

(VESCOVI et al., 2001) e membrana sinovial (DE BARI et al., 2001). 

Já existem dados científicos que confirmam 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 I) (WANG et al. 2006). 

Também já foi descrito que estas células promovem imunomodulação (LE 

BLANC et al. 2006), entretanto ainda não foi provado que as células-tronco 

mesenquimais sofram uma diferenciação in vivo, transformando-se em células 

idênticas às células do local implantado.  

A punção da medula óssea é a forma tradicional pela qual se obtém as 

células-tronco mesenquimais, e é realizada preferencialmente na 5a esternébra 

nos eqüinos. O material aspirado é bastante heterogêneo e contém uma 

grande diversidade de células, incluindo células maduras do sangue, linfócitos, 

fragmentos de estroma e gordura, além das células-tronco hematopoiéticas e 

células-tronco mesenquimais. A suspensão celular pode ser transfundida para 

o receptor sem processamento adicional (apenas filtragem para eliminar 

fragmentos maiores), ou pode-se proceder a vários outros fracionamentos: 

separação das células CD34+, expurgo de linfócitos T, centrifugação em 

gradiente de hipaque para obtenção de uma camada de células mononucleares 

(células precursoras, linfócitos e monócitos) (ZAGO et al. 2006).  

O processo de isolamento e cultura das células-tronco mesenquimais 

derivadas da medula óssea envolve uma fase inicial de separação das células 

mononucleares em gradiente de densidade, seguida de plaqueamento. Em 

cultura, as células-tronco mesenquimais apresentam uma característica 

fibroblastóide, são aderentes a placa de cultura e capazes de se propagarem 
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por mais de 15 passagens sem sinal de senescência. Neste período, as células 

não aderentes, incluindo as hematopoiéticas são descartadas, resultando em 

uma cultura relativamente homogênea de CTM em diferentes graus de 

maturação (ZAGO et al. 2006). 

A célula-tronco mesenquimal possui potencial limitado (multipotente), 

podendo se diferenciar em apenas algumas linhagens celulares, como 

osteoblastos (osso), condrócitos (cartilagem), tenócitos (tendão e ligamento), 

fibroblastos (tecido cicatricial), adipócitos (gordura) e miofibroblastos, 

dependendo de certas influências como condições de crescimento, 

vascularização e oxigenação tecidual, sinais celulares adjacentes e forças 

mecânicas (FORTIER et al. 1998). 

As células-tronco mesenquimais representam uma pequena fração da 

população total de células nucleadas de origem medular. Alguns estudos 

sugerem que 0,001-0,01% das células mononucleares separadas através do 

uso de hipaque são células mesenquimais. Ainda, em cultivo celular, as células 

mesenquimais se aderem ao fundo dos frascos, e se multiplicam em poucos 

dias. Em eqüinos com menos de 5 anos de idade, 1-2 X 105  células aderentes 

podem ser obtidas de 10ml de aspirado de medula óssea após 3 dias de 

cultura (FORTIER et al. 2005). 

Outro aspecto importante desta célula-tronco adulta é a sua 

possibilidade de realização de implantes autólogos (SCHÄFFLER et al. 2007). 

Desta forma, evitam-se complicações como a transmissão de doenças do 

doador para o receptor, e também reduz-se a possibilidade de rejeição imune. 

Entretanto, os efeitos de imunomodulação das células-tronco mesenquimais 

em resposta aos transplantes alogênicos em modelos clínicos e experimentais 

sugerem que estas células têm um importante papel nesta função. O 

mecanismo exato de como as células-tronco mesenquimais são toleradas é 

pouco compreendido. Experimentos mostram que as células-tronco 

mesenquimais podem suprimir as reações mistas de linfócito em cultura, 

sugerindo que essas células possibilitam a aplicação alogênica de medula 

óssea para o reparo tecidual devido a sua imunossupressão (LE BLANK et al. 

2006). 

Atualmente há três técnicas disponíveis para o tratamento de lesões 

tendíneas e de ligamentos com células-tronco mesenquimais derivadas da 
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medula óssea na espécie eqüina (FORTIER et al. 2008): aspirado medular 

total, realiza a injeção direta da população celular heterogênea contida no 

aspirado da medula óssea; fração mononuclear, faz a centrifugação em um 

processo similar aquele usado para a obtenção do plasma rico em plaquetas 

(PRP), com o objetivo de aumentar o número de células-tronco em cada 

injeção; células-tronco mesenquimais cultivadas, realiza a cultura celular com a 

população derivada da medula óssea.  

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de humano 

e camundongo têm a capacidade de se diferenciar sobre apropriadas 

condições de cultura, usando específicos hormônios e fatores de crescimento 

em linhagens do tecido mesodermal, como músculo esquelético, osso, tendão, 

cartilagem e gordura (SCHÄFFLER et al. 2007). 

O conhecimento do reparo da tendinite aguda e subaguda através do 

uso da fração 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).   

Há duas empresas pioneiras no mundo, que desde o ano de 2002 

oferecem serviços para a espécie eqüina: VetStem, é uma empresa americana 

que isola a fração vascular estromal do tecido adiposo (contendo as células-

tronco mesenquimais); a VetCell BioScience Limited é uma empresa britânica 

que isola as células mononucleares da medula óssea e posteriormente faz o 

cultivo celular com o intuito de selecionar e replicar as células-tronco 

mesenquimais que em condições de cultura têm como característica a 

aderência ao plástico. 
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2.3.4 Coleta do tecido adiposo  

 

 

O tecido adiposo pode ser coletado em diversos locais na espécie 

eqüina, como a base da cauda próxima ao músculo semitendinoso, região 

lateral e dorsal da porção medial do pescoço (MAMBELLI et al., 2009). Nixon e 

colaboradores (2008) também citam a possibilidade da coleta do tecido adiposo 

na região inguinal. Em um estudo realizado em humanos foram feitas análises 

de viabilidade celular da fração vascular estromal entre os diferentes 

procedimentos cirúrgicos disponíveis para a coleta do tecido adiposo 

(ressecção cirúrgica, lipossucção e lipossucção assistida por ultrassom) e 

diferentes locais anatômicos, não sendo observada nenhuma diferença quanto 

à viabilidade celular (OEDAYRAJSINGH-VARMA et al., 2006). 

 

 

2.3.5 Separação da Fração Vascular Estromal 

 

 

A fração vascular estromal (contendo as células-tronco mesenquimais) 

derivada do tecido adiposo pode ser rapidamente isolada através da digestão 

enzimática pela colagenase (GIMBLE et al, 2003). 

O tecido adiposo é derivado do folheto germinativo mesodermal, similar 

à medula óssea, e contém um estroma de suporte que pode ser facilmente 

isolado (GRONTHOS et al. 2001). Essa fração estromal do tecido adiposo 

consiste em uma mistura heterogênea de células, incluindo células endoteliais, 

células do músculo liso, células mesenquimais, fibroblastos, mastócitos e pré-

adipócitos (ZUK et al. 2001). Em adição, assim como na medula óssea, a 

fração vascular estromal do tecido adiposo contém uma população 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 sanguíneos (ROMANOV et al. 2005).  
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2.3.6 Cultura das Células-Tronco Mesenquimais 

 

 

O uso clínico atual do tecido adiposo como fonte de células-tronco 

dispensa o uso da cultura celular devido à maior concentração de células-

tronco mesenquimais contida na mistura das células da fração vascular 

estromal. As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo têm um 

maior potencial de proliferação quando mantidas em um meio de cultura ideal, 

chegando a expandir sete vezes mais rápido que as células-tronco 

mesenquimais derivadas da medula óssea em laboratório (COWAN et al. 

2004). Em um experimento realizado com as células-tronco mesenquimais de 

eqüinos, é observado um tempo de 2,1±0,9 dias por duplicação celular nas 

células-tronco adultas derivadas do tecido adiposo, enquanto nas células 

derivadas da medula óssea esse tempo é de 5±1,6 dias por duplicação celular 

nas células-tronco derivadas da medula óssea durante a primeira passagem 

(VIDAL et al. 2006; VIDAL et al. 2007). 

A cultura das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo 

é semelhante ao descrito na cultura das células-tronco mesenquimais 

derivadas da medula óssea. Entretanto podem ser observadas diferenças 

quando são comparadas as duas populações celulares, as células da fração 

vascular estromal não formam colônias distintas, mas mostram uma 

distribuição mais uniforme da aderência na placa de cultura (VIDAL et al. 2007).  

Fatores como a idade do doador, tipo (tecido adiposo branco ou 

marrom) e localização (subcutâneo ou tecido adiposo visceral) do tecido 

adiposo, tipo de procedimento cirúrgico, condições de cultura, exposição ao 

plástico, densidade celular durante o plaqueamento e as formulações dos 

meios de cultivo podem influenciar na expansão celular (SCHÄFFLER et al, 

2007). Diferentes procedimentos cirúrgicos 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 aderência 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 Caracterização das Células-Tronco Mesenquimais 

 

 

A identificação precisa das células-tronco é possível utilizando-se 

marcadores de superfície que, em conjunto, refletem as características 

biológicas e funcionais das células de forma geral e permitem também a 

individualização de um determinado tipo celular. As células-tronco 

mesenquimais apresentam inúmeros marcadores imunofenotípicos, entretanto 

estes marcadores não são específicos, ocorrendo em outros tipos celulares 

(DE BARI et al. 2001). A expressão da superfície das células-tronco 

mesenquimais com os marcadores estão demosntrados no quadro um (KERN 

et al. 2006; DE UGARTE et al. 2003). 

 

 

QUADRO 1: Fenótipo molecular das células-tronco mesenquimais 

 

 

O termo CD (Cluster designation = denominação de grupamento) é 

utilizado para denominar anticorpos monoclonais criados em diferentes 

laboratórios de todo o mundo contra os antígenos leucocitários humanos. O 

citômetro de fluxo é um aparelho utilizado para a avaliação da emissão da 

fluorescência das células (FACS – Fluorescence Activated Cell Sorter). Alguns 

Marcadores positivos das células-

tronco mesenquimais 

Marcadores negativos das células-

tronco mesenquimais 

CD13 

CD29 

CD44 

CD73 

CD90 

CD105 

CD106 

CD166 

CD11c 

CD14 

CD19 

CD31 

CD34 

CD45 

CD56 

CD133 

CD144 
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aparelhos são capazes de separar fisicamente as células de acordo com as 

características citométricas (ROITT, 1999). 

Foi criado um critério mínimo para a caracterização da célula-tronco 

mesenquimal humana (DOMINICI et al. 2006): ser aderente ao plástico quando 

mantida em condições de cultura; possuir a habilidade de diferenciação 

osteogênica, adipogênica e condrogênica; deve ainda expressar CD 73, CD 90 

e CD 105 e não pode expressar os marcadores da linhagem hematopoiética c-

kit, CD 14, CD 11b, CD 34, CD 45, CD 19, CD 79α e antígeno leucocitário 

humano (HLA)-DR. 

A maioria dos marcadores utilizados para a caracterização das células-

tronco mesenquimais, ainda não foi desenvolvida especificamente para a 

espécie eqüina e há evidência de que alguns marcadores disponíveis para 

outras espécies não apresentam reação cruzada com as células-tronco 

mesenquimais do cavalo (TAYLOR et al. 2007). Um exemplo desta não reação 

inter-espécies foi demonstrada em um estudo realizado (MAMBELLI et al. 

2009), onde não houve expressão entre o marcador humano CD29 e as 

células-tronco derivadas do tecido adiposo da espécie eqüina. 

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo 

apresentam características fenotípicas parecidas com as células-tronco 

mesenquimais derivadas da medula óssea. Ambas possuem um potencial de 

expressão dos marcadores de superfície semelhantes (DEKTER et al. 2005).  

Vários estudos mostram expressão semelhante entre os marcadores da 

superfície celular das células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea 

e das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo. Ambas 

apresentam reação positiva à análise pelo aparelho de citometria de fluxo e 

pela imunocitoquímica aos seguintes marcadores; CD13, CD29, CD44, CD73, 

CD90, CD105, CD166, HLA-ABC, vimentina, colágeno tipo I, fibronectina, 

ASMA (monoclonal antibodies to smooth muscle α-actin). E apresentam reação 

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 comparação da expressão da 

superfície das proteínas das células-tronco mesenquimais humanas derivadas 

de diversas fontes (medula óssea, sangue do cordão umbilical e tecido 
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adiposo), onde pode ser observada a expressão do CD106 em todas as fontes, 

entretanto, a porcentagem de positividade das células-tronco mesenquimais 

derivadas da medula óssea 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 superfície das células-tronco mesenquimais 

conhecida como VCAM que é associada com a hematopoiese e a migração 

celular (LEVESQUE et al. 2001), características que estão mais associadas às 

células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea que as células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo, sendo esta uma possível 

explicação para essa diferença na expressão do marcador CD106. 

Alguns grupos independentes de pesquisa têm encontrado um perfil de 

expressão das proteínas da superfície das células-tronco adultas derivadas do 

tecido adiposo altamente compatível, porém não idênticas (GRONTHOS et al. 

2001). Essa discrepância dos resultados pode ser explicada pelos diferentes 

métodos de isolamento das células, o tempo de cultura celular antes da 

análise, o uso de anticorpos monoclonais detectando diferentes epítopos da 

mesma proteína de superfície e aos diferentes graus de sensibilidade utilizados 

para a análise da citometria de fluxo (GIMBLE et al. 2003). 

Comparada com as células-tronco mesenquimais derivadas da medula 

óssea, as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo possuem 

um potencial similar de diferenciação em células e tecidos de origem 

mesodermal, como adipócitos, cartilagem, osso e músculo esquelético 

(SCHÄFFLER et al. 2007). Entretanto, existem diferenças no tempo de 

diferenciação osteogênica entre os dois tipos celulares: as células-tronco 

mesenquimais derivadas da medula óssea aparentam ter um maior potencial 

de diferenciação osteogênica quando comparado com as células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo, que pode ser correlacionado com 

as diferenças de expressão da fosfatase alcalina entre essas duas populações 

celulares indiferenciadas (VIDAL et al. 2007). Também quanto à diferenciação 

adipogênica, é observado que as células-tronco mesenquimais derivadas do 

tecido adiposo eqüino apresentam uma forte diferenciação das células em 

adipócitos (VIDAL et al. 2007). Uma possível explicação para o maior potencial 

de diferenciação das células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea 
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é que essa fonte de células-tronco é conhecida há um maior tempo, e por isso 

tem-se um maior domínio da técnica de diferenciação utilizando essa fonte.  

 

 

2.3.8 Implante celular guiado por imagem do ultra-som 

 

 

O melhor momento para a instituição do tratamento e a dose ideal de 

células-tronco mesenquimais a ser implantada ainda não foram determinados 

para as diferentes fontes de células-tronco, tipos de lesão e espécies de 

animais (KOCH et al., 2009), por isso são interessantes novas pesquisas para 

estabelecer qual é a fonte de células progenitoras mais favoráveis segundo o 

tipo de lesão. Entretanto sabe-se que o momento ideal para o emprego das 

células-tronco adultas no tratamento de tendinites em eqüinos é implantar 

depois da fase inflamatória, mas antes da formação de fibrose no tecido (em 

torno de 30 dias após o início da lesão), e que o número mínimo de células 

viáveis que devem ser administradas na área lesada é de 10 x 106 (FORTIER e 

SMITH, 2008). Oliveira (2008) induziu tendinite com a administração de 

colagenase em cavalos, e observou que as lesões atingiram a sua máxima 

definição aos 30 dias após a indução, com imagens anecóicas e hipoecóicas 

na análise ultrassonográfica.    

O uso do ultrassom é muito recomendado para assegurar que o produto 

seja administrado no local desejado com precisão. O procedimento deve contar 

com o auxílio de um assistente para segurar a probe do ultrassom para a 

formação de uma imagem nítida enquanto o profissional que realizará a 

operação possa manusear a seringa e a agulha com as duas mãos 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 injeção. A administração deve ser 

realizada vagarosamente o suficiente para evitar o desacoplamento entre a 

seringa e a agulha devido à excessiva pressão. O uso de bandagem estéril 

logo após o implante celular e sua manutenção durante 24 horas é necessário 

para o controle do aumento de volume e para a prevenção de contaminação no 

local injetado (DALGREN, 2008).     
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2.4 AVALIAÇÃO DO PROCESSO DE REPARAÇÃO 

 

 

O processo de cicatrização pode ser acompanhado por métodos não 

invasivos, como a avaliação clínica e ultrassonográfica; ou invasivos como a 

biópsia para a realização de exames histopatológico e imunoistoquímico. 

 

 

2.4.1 Avaliação Clínica e Ultrassonográfica 

 

 

A avaliação clínica, quando realizada com o animal em estação, é feita 

pela inspeção e palpação da região afetada, na busca de sinais de inflamação, 

como o aumento de volume, calor e dor à compressão tendínea. Entretanto, é 

marcante a limitação destes métodos em definir com precisão a estrutura 

afetada, a intensidade do comprometimento e a fase de reparação 

(GENOVESE et al., 1986; ALVES et al., 1993). 

A avaliação clínica também é realizada no animal em movimento, de 

preferência ao trote ou marcha, para a verificação da presença ou não de 

claudicação e sua graduação (REEF, 1998). 

Em posse dessas informações, avalia-se o prognóstico das lesões 

tendo-ligamentares de cavalos atletas, que até a década de oitenta não 

possuíam um método diagnóstico adequado. A avaliação era realizada clínica e 

radiograficamente, agrupando lesões leves e graves, agudas e crônicas, em 

um mesmo diagnóstico. Com a falta de definição do problema, o tratamento era 

instituído de maneira arbitrária e conseqüentemente os resultados obtidos eram 

pobres (HENNINGER, 1992). 

A partir da aplicação da ultrassonografia na avaliação de tendões e 

ligamentos de eqüinos, diversos artigos foram publicados sobre o exame 

ultrassonográfico na classificação das lesões, 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 ultrassonográficos repetidos do tendão à fim de evitar atraso na 

cicatrização durante a reabilitação (DYSON, 2004).   
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O TFDS possui aparência ultrassonográfica homogênea e ligeiramente 

menos intensa que o TFDP. No corte longitudinal, a estrutura possui aparência 

hiperecóica linear. A área tendínea avaliada pelo corte transversal é 

considerada normal entre 0,60cm2 e 1,20cm2, dependendo da raça 

(RANTAKEN et al., 1986; GENOVESE et al., 1986; GILLIS et al,. 1993; WOOD 

et al., 1993; WOOD et al., 1994). 

Uma lesão tendínea focal e aguda, com rompimento das fibras e 

conseqüente hemorragia, apresenta-se como área anecóica no corte 

transversal, enquanto que no corte longitudinal é observada a ausência do 

padrão fibrilar. À medida que o hematoma é substituído pelo tecido de 

granulação e a deposição de colágeno se inicia, no corte transversal observa-

se imagem hipoecóica 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 aparência complexa, com a 

alternância de áreas anecóicas e hipoecóicas, ocupando toda a área tendínea 

em determinados cortes transversais, caracterizando a presença de áreas de 

baixa densidade tecidual existentes na fase aguda e subaguda da inflamação. 

No corte longitudinal, é observada a presença de ecos curtos e desalinhados. 

Quanto mais crônica a lesão, mais ecóica a sua aparência, sua ecotextura 

tende à heterogeneidade, com bordas irregulares, pouco diferenciadas das 

estruturas vizinhas. No corte longitudinal, estas lesões costumam apresentar 

fibras irregulares e desalinhadas. Durante o processo cicatricial, podem ser 

formados pontos de fibrose intratendíneos, representados no ultra-som (US) 

por focos hiperecóicos (MARR et al., 1993; REEF, 1998).  

A gravidade da lesão é definida pela combinação de sua extensão, área 

em corte transversal, ecogenicidade da lesão e padrão de alinhamento das 

fibras no corte longitudinal. O aumento de volume tendíneo com 

hipoecogenicidade e preservação do padrão de alinhamento de fibras pode ser 

uma evidência precoce de lesão (REEF, 1998). 

O cálculo da porcentagem de comprometimento das fibras no corte 

transversal habilita o profissional a comparar com maior precisão a gravidade 

da lesão inicial com exames posteriores, evidenciando a cicatrização ou a piora 

da lesão (WHITCOMB, 2004). Em tendinites focais, são classificadas de lesões 

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, o aumento da área tendínea servirá 

de parâmetro para sua classificação, sendo leves com aumento tendíneo de 

até 20%; moderadas com 21 a 35%; e graves com mais de 36% de aumento 

de volume em relação à média fisiológica, ou ao membro contralateral.  Com a 

classificação das lesões é possível determinar de forma mais precisa o 

prognóstico que acompanha a lesão instalada (GENOVESE et al., 1997).  

 

 

2.4.2 Avaliação Histopatológica e Imunoistoquímica 

 

 

Dentre os métodos invasivos de avaliação do tecido cicatricial, um dos 

mais utilizados, em estudos experimentais, é a biópsia tendínea com 

subseqüente exame histopatológico e imunoistoquímico. O exame 

histopatológico é de fundamental importância na avaliação das fibras 

colágenas, celularidade, vascularização e grau de organização da MEC 

durante o processo de cicatrização tendínea (ALVES, 1998). 

Muitas técnicas de coloração foram desenvolvidas para a avaliação das 

fibras colágenas ao microscópio óptico, sendo, em sua maioria, colorações 

tricrômicas. Embora as fibras colágenas apareçam geralmente bem coradas 

por estes métodos, também são coradas outras estruturas que contém 

colágeno, como as fibras reticulares e as membranas basais. Deste modo, é 

necessária a análise imunoistoquímica para diferenciar os diferentes tipos de 

colágeno entre si, e em relação aos demais componentes colágenos 

(HORTON, 1984; ALVES et al., 2001 a e b). 

 A imunoistoquímica fornece a marcação de antígenos específicos em 

cortes histopatológicos, por uma reação antígeno-anticorpo, permitindo a 

caracterização da expressão de uma determinada substância ou constituinte 

(CHANG et al., 1997). 

 Ainda não se encontram disponíveis no mercado anticorpos específicos 

para fibras colágenas tipo I e III em eqüinos, estes sendo os principais 

constituintes do tecido tendíneo sadio e na sua reparação, respectivamente. A 

sua marcação e diferenciação permitirá avaliar a qualidade do tecido cicatricial 
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formado. Para a sua identificação, existe a possibilidade de utilização de 

anticorpos policlonais produzidos em coelhos, aumentando a possibilidade de 

reação cruzada entre a espécie que o anticorpo se destina e a espécie eqüina. 

Outra dificuldade encontrada é que o tecido tendíneo é extremamente denso, e 

as ligações cruzadas existentes em um tendão sadio dificultam a ligação 

antígeno-anticorpo para que aconteça a reação de imunoistoquímica. 

Outro anticorpo policlonal que pode ser utilizados para avaliação da 

resposta tecidual à injúria é o anticorpo para VEGF (vascular endothelial growth 

factor/ fator de crescimento endotelial vascular). Está é uma importante 

proteína sinalizadora envolvida na angiogênese. Sua atividade tem sido 

estudada em células do endotélio vascular, e também possui efeito em outras 

células, como na estimulaçao da migração de macrófagos. In vitro, tem sido 

observada ação de estímulo da mitose de células endoteliais e na migração 

celular. Outra importante característica é 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 óssea, com posterior biópsia aos 120 dias após a indução da lesão 

para avaliação imunoistoquímica utilizando os seguintes marcadores; colágeno 

tipo I, colágeno tipo III e VEGF. Entretanto, só foi possível evidenciar diferença 

entre os grupos tratados e controles quanto a expressão do colágeno tipo I.  

 

 

2.5 EXAME ULTRASSONOGRÁFICO POWER DOPPLER 

 

 

O exame realizado através de ultrassonografia Doppler vem se tornando 

um método de escolha para a avaliação da vascularização de diversos órgãos, 

especialmente os densos (ZANETTI et al., 2003). A unidade Doppler utiliza um 

código de cores para promover medidas de velocidade de fluxo sanguíneo. O 

exame Color Doppler permite apenas detectar a velocidade média, e possui um 

limite máximo de velocidade detectável (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 contrário, não 

fornece dados sobre direção do fluxo ou velocidade, porém é mais sensível a 

presença e volume de fluxo, independentemente da angulação, e assim 

possibilita a visualização de pequenos vasos (RISSELDA et al., 2006). Mais 

recentemente o Power Doppler tem se mostrado útil para o diagnóstico e 

subseqüentemente para o monitoramento dos efeitos das terapias em 

humanos. A técnica utilizando o Power Doppler é superior para a detecção e o 

monitoramento da hiperêmia (aumento da vascularização) nas estruturas 

inflamadas (BOESEN et al., 2007). 

O ultra-som Doppler tem sido importante na identificação de processos 

inflamatórios em sua fase inicial e mais recentemente tem se tornado mais 

acessível para o uso na prática veterinária (POZOR e MCDONNEL, 2004). 

Foi realizada a avaliação do fluxo sanguineo através do exame com 

Power Doppler antes e após o implante de células mononucleares derivadas da 

medula óssea em um experimento de tendinite induzida em equinos. 

Observou-se o início do fluxo sanguíneo com 30 dias após a indução da lesão 

e este pode ser observado por até 120 dias após a indução da lesão, 

entretanto, o fluxo encontrou-se mais acentuado entre os dias 60 e 90 após a 

indução da lesão. O fluxo pode ser observado tanto no grupo tratado, quanto 

no grupo controle, entretanto, pode-se notar uma maior visualização da 

vascularização nos membros tratados (OLIVEIRA, 2008). 

 

  

3. OBJETIVOS 

 

 

A presente investigação experimental foi desenvolvida em eqüinos 

submetidos à tendinite do tendão flexor digital superficial, induzida 

quimicamente pela injeção intratendínea de colagenase, com os seguintes 

objetivos: 

 

1- Avaliar a eficácia da utilização do implante autólogo 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 

eqüino e fazer o seu cultivo. 

3- Realizar a caracterização imunofenotípica da superfície das células-

tronco mesenquimais durante a 1º e a 2º passagens utilizando os seguintes 

marcadores; CD13, CD44 e CD90. 

4- Acompanhar o  processo de reparação tendínea com exames 

clínicos,  exames ultrassonográfico simples e com power doppler. 

5- Avaliar a qualidade do tecido tendíneo neoformado com identificação 

das fibras colágenas tipo I, III e do fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF)  analisadas via imunoistoquímica em dois momentos (60 e 150 dias 

após a indução da lesão) .  

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterinário da Faculdade de 

Medicina Veterinária 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 Câmara de Ética em Experimentação 

Animal (parecer número 106/2007). Foram utilizados 08 animais da espécie 

eqüina, cujos membros anteriores foram distribuídos em dois grupos de oito 

membros cada (GA e GB) e receberam diferentes tratamentos após indução de 

tendinite pela aplicação de colagenase1. Os animais experimentais 

apresentaram idades entre 2 e 3 anos e meio, sendo todos do sexo feminino, 

sem raça definida. Todos clinicamente sadios, sem alterações no sistema 

locomotor. 

No Hospital Veterinário da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia de Botucatu, os animais foram pesados, vermifugados com 
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febendazol e receberam aplicação tópica de carrapaticida. Os cuidados se 

iniciaram um mês antes do desenvolvimento do experimento. Os eqüinos foram 

mantidos em piquetes, sendo 2 animais por piquete, e receberam água, 

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 após a indução da tendinite: 

GRUPO A: Ambos os membros torácicos receberam uma injeção intra-

tendínea de colagenase (1,0ml; 2,5mg/ml), no terço médio da região 

metacarpiana, nos tendões flexores digitais superficiais. Este grupo foi 

subdividido em mais dois subgrupos: G1A (membro torácico direito) onde após 

trinta dias da administração da colagenase, receberam no local da lesão, o 

implante de CTM derivadas do tecido adiposo diluído em soro; G2A (membro 

torácico esquerdo) correspondendo a um subgrupo que não recebeu nenhum 

tipo de tratamento. Os animais de ambos os subgrupos permaneceram 

confinados em baias individuais e, após trinta dias da terapia com células-

tronco (60º dia do experimento), foram submetidos à biópsia tendínea de 

ambos os membros.  

GRUPO B: Também foi realizada a inoculação intra-tendínea de 

colagenase (1,0ml; 2,5mg/ml), no terço médio da região metacarpiana, nos 

tendões flexores digitais superficiais de ambos membros anteriores. Este grupo 

também foi subdividido em dois subgrupos, G1B (membro torácico direito) onde 

após trinta dias da administração da colagenase, receberam no local da lesão, 

o implante de CTM derivadas do tecido adiposo diluídas em soro e o G2B 

(membro torácico esquerdo) correspondendo a um subgrupo controle. Os 

animais de ambos os subgrupos permaneceram duas semanas confinados em 

baias individuais, porém após esse período foram submetidos ao esquema de 

atividade física crescente com duração até o 150º dia. Neste período 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 após a indução da lesão e posteriormente foi 

realizada a biópsia tendínea de ambos os membros. 

 

 

 

 

                                                   

 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 ADMINISTRAÇÃO DE COLAGENASE 

 

 

A administração de colagenase foi considerada como o início do 

experimento (dia 0). Todos os oito animais foram submetidos à indução de 

lesão nos tendões flexores digitais superficiais em ambos os membros 

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

da administração de 1mL de colagenase1 na concentração de 2,5mg/mL. 

Esta aplicação realizou-se após sedação dos animais com xilazina 10%2 

(1,1mg/kg) via intravenosa, tricotomia e anti-sepsia da região, e botão 

anestésico local com 1,5mL de lidocaína 2%3, 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 solução de colagenase, foi então acoplada à agulha e o 

líquido injetado. Após a indução, os animais foram tratados com fenilbutazona, 

2,2mg/kg, IV, uma vez ao dia durante 7 dias. A formação de lesão foi 

                                                 
1 Colagenase Tipo 1- Sigma-Aldrich C-0130 
2 Sedazine- Fort Dodge 
3 Cristália 

Indução da lesão 
GA e GB 

Implante 
 celular 

G1A e G1B 

Biópsias 
G1B e 
G2B 

Biópsia 
G1A e 
G2A 
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acompanhada com exame físico diário (nos primeiros sete dias) e 

ultrassonográfico no 15º dia do experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 COLETA DO TECIDO ADIPOSO 

 

 

A coleta do tecido adiposo é realizada na região acima do músculo 

glúteo dorsal (base da cauda), local utilizado devido à disponibilidade do 

material, ausência de grandes vasos e fácil acesso. Foi realizado o preparo 

cirúrgico na base da cauda, com a realização da tricotomia e posterior anti-

sepsia. Os animais foram tranqüilizados com xilazina 10% (0.5-1mg/kg 

intravenoso) e posteriormente foi realizada a infiltração da pele e do tecido 

subcutâneo com anestésico cloridrato de lidocaína 2%4 utilizando um bloqueio 

em L invertido. Uma incisão de aproximadamente 10cm de comprimento foi 

realizada paralela e a aproximadamente 15cm abaxial à coluna vertebral, 

permitindo a visualização de uma camada de tecido adiposo entre a pele e a 

musculatura. Aproximadamente 5mL de tecido adiposo foi coletado, sendo 

armazenado em tubo cônico de 50mL, estéril, contendo meio RPMI-1640 de 

FIGURA 2: Indução da lesão com colagenase. 
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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 reciclável e encaminhado ao 

laboratório, sendo então submetido a sucessivas lavagens com tampão fosfato 

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

 

 

                              

 

 

 

 

     4.5 SEPARAÇÃO DA FRAÇÃO VASCULAR ESTROMAL 

 

 

As amostras foram encaminhadas em caixa térmica ao laboratório de 

Engenharia Celular no Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu, e 

manipuladas em fluxo laminar de forma a ser evitada a sua contaminação. 

Inicialmente foram realizadas sucessivas lavagens do tecido adiposo em 

solução salina tamponada a fim de evitar a contaminação com o sangue total 

previamente contido no tecido coletado. Após esta etapa, o tecido adiposo foi 

acondicionado em uma placa de petri e levado a balança de precisão para o 

conhecimento do peso do material coletado. 

Realizou-se delicada separação mecânica do tecido adiposo com o 

auxílio de lâmina de bisturi e pinça anatômica, para promover uma melhor 

digestão enzimática. Adicionou-se solução de 2mg/ml de colagenase diluída 

em meio RPMI-1640, utizando o dobro do volume desta solução para cada 

miligrama de tecido adiposo coletado. 

FIGURA 3: Tricotomia da 
base da cauda. 

FIGURA 4: Coleta do 
tecido adiposo. 
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A placa foi levada a estufa a 37ºC com 5% de CO2 e mantida por 12 

horas. Após este período, a solução contendo o tecido adiposo digerido foi 

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

solução previamente digerida de meio de cultura contendo 10% de soro fetal 

bovino para promover a neutralização da ação enzimática.  

Os tubos foram centrífugados por 10 minutos a uma força centrífuga 

relativa (FCR) de 260g a 15ºC, separando o pellet celular contendo as células-

tronco mesenquimais.  

Após a centrifugação o sobrenadante foi removido cuidadosamente e 

adicionado o meio RPMI-1640, fez-se a sua homogeneização e foi novamente 

centrifugado a uma FCR de 260g a 15ºC durante 10 minutos para promover a 

remoção completa da colagenase utilizada para a digestão enzimática. 

Novamente removeu-se o sobrenadante, só que neste momento 

adicionou-se apenas 3ml de meio Knockout DMEM 10% de soro fetal bovino, 

contendo L-glutamina, aminoácidos essenciais, aminoácidos não essenciais, 

antibiótico-antimicótico e fez a sua homogeneização. Utiliza um volume de 50 

µl da solução e faz a contagem das células mononucleares e o cálculo de 

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

contados em câmara de Neubauer. 
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4.6 CULTURA DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

 

As células-tronco mesenquimais tem como caracteristica a aderência ao 

plástico quando mantidas em condição de cultura, e todas as outras células 

presentes na fração vascular estromal não apresentam essa característica, por 

isso, a cultura celular tem como finalidade isolar as células-tronco 

mesenquimais, tornando a população de células mais homogênea além de 

expandir o seu número. 

 

         
 
 

       

a b 

c d 

FIGURA 5: Etapas da separação da fração vascular estromal. a) corte do 
tecido adiposo em pequenos pedaços; b) adicionado a solução de 2mg/ml 
de colagenase diluída em meio Hepes; c) após 12 horas na estufa, é 
centrifugado a uma FCR de 260g; d) teste de viabilidade celular com azul de 
tripan (2%). 
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As células mononucleares da fração vascular estromal foram 

plaqueadas (P0) em uma concentração de aproximadamente 105 células/cm2 e 

foram mantidas em estufa com ambiente humidificado, a 37ºC, 5,0% de CO2. 

Com menos de 48 horas já era possível observar as células com 

características fibroblastóides aderidas a placa de cultura. O meio de cultura 

era trocado em dias alternados ou quando houvesse alteração da cor do meio 

de cultura, que era um indicadivo da alteração do pH (de cor avermelhada para 

cor amarelada). 

As placas de cultura eram observadas em microscopia óptica em dias 

alternados, para observar possíveis contaminações e avaliar a sua confluência. 

Quando a confluência da placa de cultura estava com confluência de 70%, a 

tripsinização da placa era realizada.  

A tripsinização consiste no despregueamento das células-tronco 

mesenquimais que estão aderidas ao plástico quando mantidas em condições 

de cultura utilizando tripsina 0,05%. Para a realização desta, aspira-se todo o 

meio de cultura, seguido da lavagem com PBS e em seguida adiciona a tripsina 

até completa  imersão da superfície da placa de cultura. A placa de cultura foi 

levada a estufa e mantida por 3 minutos, após este período faz uma inspeção 

macroscópica para observar se houve o completo despregueamento das 

células aderidas. Após esta etapa, adiciona o meio de cultura contendo 10% de 

soro fetal bovino para inativar a ação da tripsina . Com o auxílio 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 15ºC. 

Após a centrifugação, fez-se a lavagem do pellet celular formado com o uso de 

PBS e novamente o material foi centrifugado em um procedimento idêntico ao 

anterior descrito. Após 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 plaqueadas novamente (P1) em uma 

concentração de 105 células/cm2 e mantidas em cultura até o momento do 

implante celular. 
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4.7 CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA DAS CTM 

 

 

A caracterização imunofenotípica da superfície 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 realização deste, removeu-se uma amostra de 30 x 104 

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 são específicos da 

 

  
 
 

  

FIGURA 6: Cultura celular. a) plaqueamento das células da fração vascular 
estromal (células-tronco mesenquimais); b) após 72 horas em cultivo já é 
possível a visualização das células com adesão no plástico; c) característica 
fibroblastóide da célula-tronco mesenquimal; d) confluência de 80% da 
placa de cultivo (tripsinização). 

a b 

c d 
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espécie equina, já o marcador CD90 é específico de uma espécie distinta ao 

cavalo, por isso foi observado se houve a reação inter-espécie. Os marcadores 

específicos, necessitam de um marcador secundário para a sua análise, para 

isso foi utilizado o marcador goat anti-mouse IgG-FITC.  

Para o controle negativo dos marcadores utilizados nas amostras foram 

realizados os seguintes testes para a correta calibração do aparelho de 

citometria de fluxo: leitura da fluorescência das células e leitura da 

fluorescência das células adicionadas ao anticorpo secundário (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 autólogo e colocado em seringa de 1mL e transportado do 

laboratório ao local que se encontravam os animais dentro de uma caixa fria, 

também com gelo reciclável. 

Os membros tratados (G1A e G1B) receberam injeção intratendínea das 

células-tronco mesenquimais, ao 30º dia após a indução da lesão. 

Os animais foram submetidos a procedimento semelhante ao descrito 

para realização de indução de lesão, sendo sedados e o membro preparado 

com tricotomia, antisepsia e botão anestésico. 

Com auxílio de ultra-som, posicionou-se agulha 30 X 0,80mm no centro 

da lesão, acoplada a seringa contendo as células, e estas injetadas. O 

procedimento foi realizado com auxílio de aparelho GE LOGIQ 3, do 

departamento de Radiologia Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária 

e Zootecia (FMVZ) da Unesp de Botucatu. 
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4.9 ATIVIDADE FÍSICA 

 

 

Após o implante celular, os animais foram submetidos a uma atividade 

física controlada e progressiva, seguindo o esquema a seguir: 

• 45º–60º dia: andar ao passo, por 15 minutos, uma vez ao dia (GA e GB). 

• 61º–90º dia: andar ao passo, por 15 minutos, duas vezes ao dia (GB). 

• 91º–120º dia: andar ao passo, por 30 minutos, uma vez ao dia (GB). 

• 121º-150º dia: andar ao passo, por 30 minutos, duas vezes ao dia (GB). 

 

 

4.10 ACOMPANHAMENTO FÍSICO E ULTRASSONOGRÁFICO 

 

 

Os animais foram acompanhados diariamente durante 1 semana após a 

indução de lesão, e semanalmente até o momento de realização de biópsia. 

Os parâmetros avaliados ao exame físico foram grau de claudicação 

(escores de 0 a 5) (STASHAK, 2002), presença de sensibilidade (graduado 

 

   
                        

FIGURA 7: Implante das células-tronco mesenquimais. a) seringa 
contendo as células-tronco dissolvidas em soro autólogo. b) avaliação 
ultrassonográfica no momento da injeção tendínea com formação de 
imagem hiperecóica. 

a b 
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como 0-ausente, 1-leve, 2-moderado e 3-severo), aumento de temperatura 

(presente ou ausente), e aumento de volume (sendo medido o perímetro da 

região lesada, considerado normal  no momento anterior à indução). 

Procedeu-se ainda o exame ultrassonográfico (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 tendão; 

 - tamanho da lesão; 

 - porcentual da área lesada no interior do tendão; 

 - ecogenicidade da lesão, graduada de 0 a 4, da seguinte forma 

(GENOVESE et al.,1986): 

0 -  padrão normal (ecóico) 

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

2 - queda de 50% do padrão ecóico 

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

4 - queda de 100% do padrão ecóico (totalmente anecóico) 

 

As imagens obtidas foram gravadas para posterior comparação entre os 

diferentes momentos e grupos de animais. 

As lesões, apesar de bem visíveis, encontravam-se difusas no tendão e 

constantemente alteravam sua forma a cada avaliação. 

 

 

4.11 AVALIAÇÂO POR ULTRASSONOGRAFIA POWER DOPPLER 

 

  

Exames Power Doppler foram realizados no tendão flexor digital 

superficial anteriormente à indução da lesão, quando se observou a ausência 

de sinais, representando a não existência de patologias tendíneas. 

Os animais foram acompanhados nos dias 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 

120, 135 e 150 após a indução de lesão, sendo realizados exames 

ultrassonográficos Power Doppler (GE Logiq 3, probe linear 7,5MHz), para 

identificação da existência de vasos, a presença de fluxo sanguíneo e sua 

localização. A existência de fluxo sangüíneo é notada pela visualização de 
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focos coloridos na imagem, chamados de sinais, e suas cores representam a 

direção 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 combinação entre a 

intensidade do sinal e o número de sinais. 

 

 

4.12 BIÓPSIA 

 

 

Os animais foram biopsiados em dois momentos, no 60º dia e no 150º 

dia, sendo retirado um fragmento do tendão flexor digital superficial de até 

1cm2 no local da lesão. Para este procedimento ser realizado, os animais foram 

submetidos à anestesia geral, sendo realizada medicação pré-anestésica com 

acepromazina4 (0,5mg/kg) e xilazina 10% (0,5-1,0mg/kg), indução com 

ketamina5 (2,2mg/kg) e diazepan, sendo  mantidos com anestesia inalatória 

com isofluorano6. Bloqueio anestésico local foi realizado com  20mL de 

lidocaína para bloqueio dos nervos mediano, antebraquial cutâneo medial e 

ulnar. 

Optou-se por mantê-los em decúbito lateral direito, permitindo acesso a 

ambos os membros anteriores. Realizou-se incisão de aproximadamente 5cm 

de comprimento, tanto em pele como no subcutâneo, divulsionando tecidos e 

fibroses formadas. O tendão foi então identificado e individualizado com auxílio 

de uma hemostática. Segundo imagens ultrassonográficas da lesão inicial e 

marcação prévia da altura da lesão no membro, escolheu-se o local a ser 

biopsiado, sendo esta realizada com lâmina de bisturi nº 15. O fragmento foi 

colocado em frasco contendo formalina tamponada 10%, sendo identificados o 

número e o membro do animal. Procedeu-se a sutura do paratendão e pele 

com fio nylon 2-0, seguido da realização de bandagem protetora e 

administração de antiinflamatório não esteroidal (meloxicam, 0,6mg/kg, SID, via 

oral) por 5 dias. Adicionalmente, durante o período pós-operatório, foram 

                                                 
4 Acepran 1%- Univet 
5 Vetaset- Fort Dodge 
6 Cristália 
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realizados curativos diários da ferida cirúrgica, bem como o monitoramento 

clínico.  

 

 

4.13 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA E IMUNOISTOQUÍMICA 

 

 

Os fragmentos foram processados no Laboratório de imunoistoquímica 

do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina e Veterinária e 

Zootecnia da Universidade Estadual Paulista – Campus de Botucatu. O 

processamento dos fragmentos foram realizados pelos métodos convencionais 

para inclusão em parafina e obtenção de cortes histopatológicos, corados pelos 

métodos de Hematoxilina – Eosina (H.E.) e pelo Tricrômio de Masson. A 

análise histopatológica foi feita por microscopia óptica, sem o prévio 

conhecimento dos grupos a que pertenciam as lâminas. 

Para a avaliação das alterações histopatológicas da reparação dos 

tendões lesados foram considerados:  a quantidade e as características dos 

fibroblastos, a presença de neovascularização, a presença de fibras colágenas, 

a aparência da matriz extracelular e o seu arranjo, como também o grau de 

organização tecidual. 

Para a realização da técnica de imunoistoquímica, novos cortes de 3 

micrômetros de espessura foram obtidos dos blocos de parafina, e distendidos 

em lâminas histológicas Immunoslides (EasyPath). Para a incubação com os 

anticorpos primários colágenos tipo I e tipo III, o material foi desparafinizado 

com banhos sucessivos em xilol, três passagens em álcool absoluto seguido da 

solução álcoolica em concentração decrescente (95% e 85%), e a recuperação 

antigênica foi realizada através da digestão enzimática 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 endógena foi feito com peróxido de hidrogênio 

(3%) em metanol, durante 20 minutos, seguido de 10 lavagens com água 

destilada, e 2 lavagens de 5 minutos com TRIS (pH 7,4). Após o bloqueio de 

peroxidase, segui-se o bloqueio de ligações inespecíficas com leite em pó 

Molico® a 3%, por 1 hora em estufa a 27°C, posteriormente as lâminas foram 

lavadas com solução TRIS. A incubação dos anticorpos primários foi feita por 
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18 horas (overnight) a 4°C, utilizando-se anticorpos policlonais anti-bovino para 

colágeno tipo I7 e para colágeno tipo III8. As diluições foram 1:2000 e 1:1000 

respectivamente. O anticorpo secundário utilizado foi o EnVision9, incubado a 

temperatura ambiente por 1 hora. O material foi então incubado com DAB10 

como cromógeno, com diluição de 1 gota por mililitro. A contra-coloração foi 

feita com hematoxilina. 

Para determinar a expressão dos colágenos nas amostras coletadas dos 

tendões 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 auxílio do programa Leica Qwin 3.0, através 

do processador de imagens binárias, com realização da detecção das regiões 

marcadas, realizando sua mensuração, apresentadas em porcentual de regiões 

marcadas por campo.    

Também realizou-se imunoistoquímica para VEGF11. O processo iniciou-

se com desparafinização, semelhante ao feito para as fibras colágenas, porém 

a recuperação antigênica foi feita com o uso de calor, através de banho maria, 

20 minutos, em solução pré aquecida de TRIS-EDTA (pH 9,0). O bloqueio da 

peroxidase endógena foi feito de maneira semelhante ao anteriormente citado. 

O anticorpo primário foi incubado a 4°C, por 18 horas, na diluição 1:25. A 

incubação do anticorpo secundário foi feita com Advance12, durante 1 hora, 

seguido do cromógeno, feito com DAB, e contra-coloração feita com 

hematoxilina de Meyer. A área de cada corte, com expressão de VEGF foi 

avaliada com auxílio do programa de análise de imagens Leica Qwin 3.0, 

avaliando-se cinco campos com maior intensidade de marcação. 

Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo primário por 

imunoglobulina da espécie de cada anticorpo primário (imunoglobulina de 

coelho para os colágenos I e III e imunoglobulina de camundongo para o 

VEGF). Utilizou-se uma lâmina de tendão de equino, previamente testada, 

                                                 
7 NOVOTEC Rabbit anti-bovine type I collagen, #20121 
8 NOVOTEC Rabbit anti-bovine type III collagen; #20321 
9 DAKO K4061 
10 DAKO Liquid DAB + Substrate Chromogen System Igual Advance 
11 DAKO Monoclonal mouse anti-human; clone VG 1; M7273 
12 DAKO ADVANCETM  
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como controle positivo para os dois tipos de colágeno e a marcação positiva 

dos vasos para VEGF foi considerada um controle interno positivo. 

 

 

4.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Para as variáveis escore de claudicação e grau de lesão foi realizado o 

Teste de Friedman separadamente para os grupos tratados e controle, ao 

longo dos momentos de avaliação (HOLLANDER e WOLFE, 1973).  

Para as variáveis quantitativas contínuas (Circunferência de tendão, 

Área do Tendão, Área da Lesão e % da Área da Lesão) realizou-se Análise de 

Variância para Medidas Repetidas (Two Way Repeated Measures ANOVA) 

com efeitos aleatórios, incorporando a dependência entre as observações ao 

longo dos momentos observados e entre as observações no mesmo animal 

(DIGGLE et al., 1994). 

Para as características imunoistoquímicas, Colágeno Tipo I, Colágeno 

Tipo III, foram realizadas duas análises de variâncias, uma para os dados da 

biópsia aos 60 dias e outra para os da biópsia aos 150 dias. O delineamento foi 

em blocos casualizados, comparando-se o grupo tratado e grupo controle, com 

20 repetições. 

 

 

5. RESULTADOS 

 

 5.1 ADMINISTRAÇÃO DE COLAGENASE 

 

 

Os animais permitiram a manipulação no momento da indução da lesão 

com a sua contenção em brete e com o uso de tranqüilizantes. Também foi 

utilizado o botão anestésico local, para a dessensibilização. Notou-se 

resistência no momento da injeção intra tendínea da colagenase. 

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

dias. 
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A necessidade da padronização de lesões para verificação da ação do 

tratamento em questão, fez com que, em dois animais, fosse decidido induzir 

novamente a lesão 10 dias após o primeiro procedimento, com a mesma 

quantidade e concentração de colagenase. 

  

 

                            

 

 

 

5.2 TÉCNICAS DE ISOLAMENTO DAS CÉLULAS DA FRAÇÃO 

VASCULAR ESTROMAL 

 

5.2.1 Coleta do tecido adiposo 

 

 

A coleta foi realizada seguindo as instruções de Vidal (2007), a 

contenção em brete, associada à tranqüilização 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 obtenção de um maior volume de tecido adiposo. 

Após a coleta, os animais foram mantidos em baia e foi realizado 

diariamente o curativo utilizando Clorexidine 0,5% e repelente até o 10º dia 

após a coleta do tecido adiposo, quando foi realizada a retirada dos fios de 

sutura. Não houve nenhum problema de contaminação ou de cicatrização das 

FIGURA 8: Aumento de volume observado após 3 
dias da aplicação de colagenase. 
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feridas cirúrgicas realizadas durante o experimento. Entretanto, foi necessária a 

coleta do tecido adiposo de um dos animais utilizados no experimento por três 

vezes devido à contaminação durante o período de cultura (este animal 

apresentava alopecia no início 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 Separação da Fração Vascular Estromal 

 

 

O número de células obtidas em cada animal, assim como a sua 

viabilidade  (feita pelo teste de exclusão do azul de tripan 0,2%) e o número de 

células viáveis, estão apresentados na tabela 1.  

Em média, observou-se uma viabilidade celular de 84%, com média de  

16 X 106  células totais e média de 13,45 X 106 células viáveis. 

 

QUADRO 2: Número de células obtidas, viabilidade celular e número de células 

viáveis por animal. 

 

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 MÉDIA 

Peso (g) 1,40 1,48 2,81 0,98 1,26 1,62 2,69 2,57 1,85 

Nº células      (x 106) 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 

Nº cél. viáveis (x106) 8,7 15,0 13,2 13,8 11,9 13,8 17,7 13,5 13,4 
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 5.3 CULTURA DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

 

 A técnica descrita para a cultura celular mostrou-se viável e os valores 

do número de células viáveis na primeira e segunda passagem estão 

apresentados na tabela 2.  

 Em média, observou-se um número total de células-tronco 

mesenquimais viáveis de 14,3 x 106 durante a primeira passagem (P1), e de 

40,3 x 106 durante a segunda passagem (P2). 

 

QUADRO 3: Número de células viáveis nos momentos; P0 (plaqueamento 

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

 

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 MÉDIA 

Nº cél. P0 (x 106) 8,7 15,0 13,2 13,8 11,9 13,8 17,7 13,5 13,45 

Nº cél. P1 (x 106) 9,1 15,6 16,2 14,2 13,3 14,5 17,8 14,1 14,35 

Nº cél. P2 (x 106) 28,2 38,3 52,9 40,3 37,1 10,2* 46,2 39,1 36,53 

   

O animal número 6*, apresentou um baixo valor  de número de células 

no momento do implante (P2), devido a formação de um aglomerado de células 

que não pode ser dissolvida por completo durante a homogeneização com o 

uso de pipeta. Portanto, a contagem do número celular e o cálculo da 

viabilidade celular neste animal, foi prejudicado e certamente havia um maior 

número de células que o valor demonstrado na tabela anterior.   

 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA DAS CÉLULAS-

TRONCO MESENQUIMAIS 

 

 

A caracterização imunofenotípica 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 estão demonstrados na tabela 3 e a média dos valores 

estão apresentados na tabela 4. 

 

QUADRO 4: Caracterização imunofenotípica da superfície das células-tronco 

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

 

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8 MÉDIA 

P1 

CD13 (%) 1,36 5,43 9,86 6,25 10,32 3,92 3,68 9,66 6,31 

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 

P2 

CD13 (%) 4,51 3,48 6,72 7,54 5,96 6,57 9,57 6,06 6,30 

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 análise de variância por delineamento inteiramente ao 

acaso para comparar se há diferença estatística significativa quanto aos 

marcadores utilizados comparando sua expressão nas diferentes passagens. 

Houve diferença estatística significativa na expressão somente do CD44, que 

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

 

 

5.5 IMPLANTE DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

 

O implante celular pode ser realizado com sucesso após a contenção 

dos animais em brete e a sedação seguida do bloqueio anestésico.  

Todos os animais tiveram as células implantadas no centro da lesão ou 

muito próximas a ela. 

A realização do implante se mostrou uma técnica simples, e a utilização 

de aparelho de ultra-som Logiq 3 (GE) permitiu a correta implantação das 

células no local da lesão por uma maior facilidade de visualização da agulha 

durante todo o procedimento, inclusive da movimentação da administração das 

células no interior da lesão. É importante ressaltar a mudança da 

ecogenicidade da lesão logo após o momento do implante celular, o que 

provavelmente se deve a maior ecogenicidade produzida pela alta 
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concentração celular, que a curto prazo pode ser considerada erroneamente 

uma melhora da lesão. 

Também pode ser observado com o auxílio do aparelho de ultrassom 

Logic 3 (GE) que uma alicota da solução contendo as células-tronco 

mesenquimais que foi injetada no centro da lesão tendínea, sofreu um 

retrocesso junto ao canal formado pela própria agulha utilizada durante o 

implante celular, o que nos levou a concluir que parte do material injetado não 

se aderiu ao local desejado (cento da lesão), ficando esta porção das células-

tronco mesenquimais difusas em áreas adjacentes ao tendão.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 9: Visualização da agulha no interior do TFDS 
no momento do implante celular (imagem hiperecóica). 
Imagem feita com aparelho GE LOGIQ 3. 
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5.6 ANÁLISE DO REPARO TENDÍNEO 

 

5.6.1  Avaliação Clínica 

 

 

Achados clínicos como o aumento de volume, dor à palpação 

(sensibilidade) e claudicação estiveram presentes desde a indução da lesão 

até o momento da biópsia, variando de intensidade entre os grupos. 

Todos os parâmetros avaliados mostraram melhora gradativa. O 

aumento de temperatura local foi o primeiro parâmetro a regredir 

completamente (ao redor dos 30 dias), ao contrário do aumento de volume, que 

permaneceu até o momento da biópsia (60 e 150 dias), mesmo que leve. O 

volume maior (medido como o perímetro do metacarpo na região lesada) foi 

observado em dois distintos momentos, aos 3 dias após a indução da lesão e 

aos 75 dias após a indução da lesão (principalmente nos membro tratados), se 

igualando ao volume dos membros controle no término do experimento. O 

aumento da circunferência do tendão aos 60 dias após o início do experimento 

é condizente com o início do programa de  atividade física controlada e 

progressiva. 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10: Escore de claudicação em função de diferentes momentos. 
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Quanto a atividade locomotora após administração de colagenase, 

observou-se claudicação variável, aos 3 dias após a indução da lesão o escore 

médio dos animais foi de grau 2, o grupo controle obteve um valor médio igual 

a zero a partir dos 90 dias após a indução da lesão, enquanto o grupo tratado 

apresentou o escore  médio de claudicação igual a zero a partir do 105º dia do 

experimento. De uma forma geral, o grupo tratado veio apresentando 

parâmetros muito semelhantes ao grupo controle até o momento de implante 

celular, entretanto após este momento houve elevação do escore de 

claudicação e perímetro de canela no grupo tratado em relação ao grupo 

controle. Não houve diferença significativa entre os perfis médios entre os 

grupos tratado e controle quando se fez a análise estatística quanto ao escore 

de claudicação e circuferência de tendão. 

 

 

 

 

                    

 

5.6.2 Análise Ultrassonográfica 

 

 

Os resultados da avaliação ultrassonográfica da lesão, após uma 

semana da aplicação de colagenase, demonstraram imagem hipoecóica na 

FIGURA 11: Circunferência do terço médio da região metacarpiana 
em função dos diferentes momentos. 
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maioria dos animais, possibilitando sua delimitação e mensuração, mas ainda 

não completamente definida em sua forma, que variou diversas vezes durante 

todo o período da pesquisa.  

Os resultados obtidos no exame ultrassonográfico demonstraram que os 

150 dias de acompanhamento não foram suficientes para que as lesões 

atingissem a normalidade do padrão ecóico, definida como escore zero. 

Não houve diferença significativa entre a área média do tendão, área 

média da lesão, porcentagem da área da lesão e quanto ao grau da lesão entre 

os grupos (para todos os momentos). Entretanto, pode ser obervado um 

aumento da área da lesão no grupo tratado a partir dos 45 dias, com o pico aos 

75 dias. A análise da porcentagem de comprometimento de fibras, calculada 

pela relação entre a área lesada e área total do tendão (Figura 14), revelou-se 

semelhante à situação apresentada em relação à área da lesão. A possível 

explicação para esse fato, é que o grupo tratado recebeu a administração das 

células-tronco mesenquimais no 30º dia do experimento, o que possivelmente 

causou uma inflamação que pode ser nas seguintes avaliações 

ultrassonográficas.  

Ao comparar-se a média de ecogenicidade da lesão dos grupos nos 

diferentes momentos (Figura 15), observou-se que a média da ecogenicidade 

da lesão inicial foi a mesma em ambos os grupos, apresentando seu maior 

valor aos 30 dias e diminuindo na seqüência. O tempo de 150 dias foi 

insuficiente para que a lesão atingisse padrão ecóico normal tanto nos 

membros tratados quanto nos membros controles. 
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FIGURA 12: Perfis médios da área do tendão (cm2) em função dos 
diferentes momentos. 

FIGURA 13: Perfis médios da área da lesão (cm2) em função dos diferentes 
momentos 
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FIGURA 14: Perfis médios da porcentagem (%) da área da lesão em 
função dos diferentes momentos. 
 

FIGURA 15: Perfis médios do grau da ecogenicidade em função dos 
diferentes momentos. 
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5.6.3 Avaliaçao por Ultrassonografia Power-Doppler 

 

 

Foi estabelecido o PRF (define a amplitude máxima a ser exibida pelo 

Power-Doppler) de 0,3 como padrão, sendo mantida esta PRF para a avaliação 

de todos os animais do experimento. As imagens a serem consideradas foram 

aquelas produzidas quando os animais encontravam-se completamente 

estáticos, pois qualquer tipo de movimento, inclusive cutâneo, aumentava 

consideravelmente a quantidade de sinais, podendo ocorrer uma interpretação 

errônea das imagens. 

A vascularização pôde ser claramente observada nas imagens da região 

lesada, inclusive no próprio local da lesão. Uma grande variedade na 

intensidade, tamanho e número de sinais puderam ser notadas (Figura 16).  

Em todos os animais, nenhuma presença de fluxo foi observada antes 

da indução da lesão e durante a fase aguda do processo inflamatório (aos 15 

dias). Pode ser observada presença de fluxo somente nos grupos tratados 

após o implante das células-tronco mesenquimais em dois momentos, aos 45 

dias com cinco membros tratados apresentando média do escore 

ultrassonográfico Power Doppler de 1,1 (totalizando 15 dias após o implante), e 

aos 60 dias com quatro membros tradados com presença de fluxo sangüíneo 

esboçando média de escore dos sinais ultrassonográficos Power Doppler de 

0,8 (totalizando 30 dias após o implante). Não foi possível a identificação de 

fluxo após os 60 dias do experimento no grupo tratado e nenhum dos membros 

controle apresentou fluxo, independente do momento da avaliação.  
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5.6.4 Biópsia 

 

 

 

5.6.4 Biópsia 

 

 

Um leve aumento de volume, tanto no grupo controle quanto no grupo 

tratado, ainda se fazia visível nos dois momentos da biópsia (60 e 150 dias 

após a indução da lesão). Todos os animais apresentaram sangramento em 

maior ou menor grau no momento da incisão de pele, sangramento este 

considerado de maior intensidade se comparado a um animal sadio. Alguns 

dos cortes dos animais biopsiados aos 60 dias após a indução da lesão (GA) 

apresentavam aspecto gelatinoso, sem o padrão usual das fibras tendíneas. 

a b c 

a b c 

   
 

   
 

a b 

c d 

FIGURA 16: Avaliação por ultrassonografia Power Doppler. a) avaliação do 
membro tratado aos 45 dias do experimento; b) avaliação do membro 
controle aos 45 dias do experimento; c) avaliação do membro tratado aos 
60 dias do experimento; d) avaliação do membro controle aos 60 dias do 
experimento. 
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Toda a região ao redor da lesão, incluindo o tecido subcutâneo e paratendão, 

apresentava grande quantidade de fibrose, aspecto observado principalmente 

no grupo (GA), (Figura 17). No entanto, não foi possível determinar o local 

exato da área lesada visualmente nos animais que foram biopsiados aos 150 

dias após a indução da lesão (GB), sendo necessária a visualização da 

imagem ultrassonográfica para a correta localização da área lesada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.6.5 Análise Histopatológica e Imunoistoquímica 

 

Não foram observadas à avaliação histopatológica características de 

fase aguda, como necrose tecidual, edema ou hemorragia. Tanto o grupo 

tratado como o grupo controle apresentaram uma hipercelularidade, 

caracterizando o estágio de evolução da reparação do tecido lesado.  

No exame histopatológico do grupo tratado que foi biopsiado aos 60 dias 

após a indução da lesão (G1A) foram observadas fibras colágenas mais bem 

definidas, com maior organização e alinhamento, como também ondulações 

mais representativas se comparado ao grupo controle (G2A), porém ainda não 

semelhante ao tecido sadio (Figura 18). Os núcleos do fibroblastos 

encontravam-se mais alongados, porém a celularidade ainda foi alta, se 

comparado à celularidade encontrada em um tendão normal.  

FIGURA 17: Biópsia tendínea. a) grande presença de fibrose pode ser 
observada. b) tendão é apresentado  com auxílio de pinça, e com o 
bisturi, retirou-se um pequeno fragmento. 
 

  
 

a b 
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Os vasos tenderam a se alongar longitudinalmente, no sentido da força 

exercida sobre o tendão. 

O grupo controle (G2A) apresentou fibroblastos com núcleos mais 

arredondados e as fibras encontravam-se menos visíveis, estando a matriz 

extracelular mais basofílica. Este grupo também possuiu uma menor 

quantidade de ondulações e menor organização das fibras (Figura 19). 

O grupo controle que foi realizado a biópsia no 150º dia do experimento 

(G2B), apresentou menor celularidade no tendão, maior arranjo paralelo das 

fibras colágenas e menor intensidade de infiltrado inflamatório perivascular em 

relação ao grupo controle do 60º dia do experimento (G2A). O grupo tratado 

que foi realizado a biópsia no 150º dia do experimento (G1B), apresentou 

aspecto semelhante a um tendão normal, com presença de matriz extracelular 

em arranjo paralelo e pouca celularidade (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 18: Tendão sadio (HE 200X). 
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a b 

c d 

FIGURA 19: Corte histopatológico aos 60 dias (grupo controle). a) infiltrado 

mononuclear perivascular moderado e maior celularidade (maior número de 

núcleos) no tendão. A matriz extracelular não está alinhada (HE, objetiva 20x). 

b) presença de tecido conjuntivo não colagenizado, presença de infiltrado 

inflamatório perivascular e maior celularidade (Tricrômio de Masson, objetiva 

20x). Corte histopatológico aos 60 dias (grupo tratado). c) fibras colágenas 

arranjadas de forma paralela, semelhante a um tendão saudável, menor 

celularidade em comparação ao grupo controle (HE, objetiva 20x). d) maior 

deposição de colágeno (coloração vermelha) no tendão (Tricrômio de Masson, 

objetiva 20x). 
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c d 

FIGURA 20: Corte histopatológico aos 150 dias (grupo controle). a) celularidade 

menor no tendão, em relação ao grupo controle aos 60 dias. Maior arranjo 

paralelo das fibras colágenas e menor intensidade de infiltrado inflamatório 

perivascular (HE, objetiva 20x). b) nota-se maior deposição de matriz 

extracelular, colágeno (em vermelho), em relação ao grupo controle aos 60 

dias, porém em menor intensidade do que o grupo tratado aos 150 dias 

(Tricrômio de Masson, objetiva 20x). Corte histopatológico aos 150 dias (grupo 

tratado). c) aspecto semelhante a de um tendão normal, com presença de 

matriz extracelular em arranjo paralelo e pouca celularidade (HE, objetiva 20x). 

d) maior deposição de colágeno (coloração vermelha) no tendão em relação ao 

grupo controle. 
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TABELA 5: Médias dos marcadores colágeno tipo I, colágeno tipo III e por 

grupo nos dois momentos da biópsia. 

 

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

(P<0,05), letras iguais não houve diferença. 

 

 

 Os grupos tratados e controle apresentaram diferença estatisticamente 

significativa em nível de 5% (P<0,05) somente para o marcador colágeno tipo I, 

aos 60 dias do experimento (GA), e em todos os marcadores utilizados aos 150 

dias do experimento (GB). 

Na avaliação imunoistoquímica, o anticorpo para colágeno tipo I mostrou 

marcação positiva na biópsia 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 colágeno tipo I presente no grupo tratado 

que no grupo controle, sendo este tipo caracterizado como a principal  fibra 

constituinte do tendão sadio (Figura 21- a, b; Tabela 5). 

Quanto ao colágeno tipo III, que identifica a fibra colágena existente no 

tecido cicatricial, este foi encontrado em 4,98% no grupo tratado e em 5,10% 

no grupo controle, sendo este um valor não significativo (Figura 21- c, d; Tabela 

5).  

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), também marcado 

através de imunoistoquímica, também expressou marcação, entretanto não foi 

possível a mensuração do porcentual de regiões marcadas por campo através 

do programa de imagens Leica Qwin 3.0 (Figura 21 e 22). Não foi realizada a 

mensuração da porcentagem da marcação do VEGF devido a formação de 

“dobras” do tendão nas lâminas, a possível explicação para esse ocorrido se 

deve a recuperação antigênica ter sido feita com o uso de calor, através de 

banho maria, 20 minutos, em solução pré aquecida de TRIS-EDTA (pH 9,0). O 

que pode ser verificado, foi a maior expressão do anticorpo VEGF no grupo GA 

    COLÁGENO TIPO I COLÁGENO TIPO III 

BIÓPSIA AOS 60 DIAS 
TRATADO 7,39 a 4,98 a 

CONTROLE 5,14 b 5,10 a 

BIÓPSIA AOS 150 DIAS 
TRATADO 7,26 a 3,14 a 

CONTROLE 4,11 b 5,50 b 
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(biópsia realizada aos 60 dias após o implante) em relação ao GB (biópsia 

realizada aos 150 dias após o implante), entretanto não foi possível fazer a 

comparação da expressão do anticorpo VEGF entre o grupo tratado e o grupo 

controle.  

Durante a avaliação aos 150 dias do experimento (GB), houve diferença 

estatisticamente significatica entre todos os marcadores testados, o anticorpo 

colágeno tipo I esboçou marcação de 7,26% no grupo tratado (G1B) e 4,11% 

no grupo controle (G2B). O marcador colágeno tipo III expressou 3,14% no 

grupo tratado (G1B) e 5,50% no grupo controle (G2B), (Figura 22; Tabela 5). 
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e f 

FIGURA 21: Imunoistoquímica aos 60 dias do experimento. 
a) Imunoistoquímica para colágeno tipo I, membro tratado (400X); 
b) Imunoistoquímica para colágeno tipo I, membro controle (400X); 
c) Imunoistoquímica para colágeno tipo III, membro tratado (400X); 
d) Imunoistoquímica para colágeno tipo III, membro controle (400X); 
e) Imunoistoquímica para VEGF, membro tratado (640X); 
f) Imunoistoquímica para VEGF, membro controle (640X). 
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FIGURA 22: Imunoistoquímica aos 150 dias do experimento. 
 a) Imunoistoquímica para colágeno tipo I, membro tratado (400X); 
 b) Imunoistoquímica para colágeno tipo I, membro controle (400X);  
c) Imunoistoquímica para colágeno tipo III, membro tratado (400X);  
d) Imunoistoquímica para colágeno tipo III, membro controle (400X);  
e) Imunoistoquímica para VEGF, membro tratado (640X);  
f) Imunoistoquímica para VEGF, membro controle (640X). 
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Os resultados histopatológicos e imunoistoquímicos obtidos neste 

estudo demonstram que a terapia celular implantada neste experimento causou 

a evolução na maturação da matriz extracelular de modo mais significativo no 

grupo tratado (Figura 19 e Figura 20). Maior expressão do colágeno tipo I  no 

grupo tratado em relação ao grupo controle nos dois momentos que foi 

realizado a biópsia (Tabela 5; Figura 21; figura 22). Menor expressão do 

colágeno tipo III no grupo tratado em relação ao grupo controle no momento 

que a biópsia foi realizada no 150º dia (GB) (Tabela 5; Figura 22). 

 

 

6. DISCUSSÃO 

 

6.1 TÉCNICAS DE MANIPULAÇÃO DAS CÉLULAS MESENQUIMAIS 

 

6.1.1 Coleta do tecido adiposo 

 

 

A contenção em brete, seguida da sedação mostrou-se eficiente para a 

realização do procedimento, entretanto alguns animais mostraram desconforto 

no momento da realização do bloqueio anestésico em “L invertido”, e durante 

alguns procedimentos cirúrgicos foi necessário a readministração de 

anestésico local para promover a completa analgesia no local bloqueado. 

A coleta do tecido adiposo na base da cauda de eqüinos em estação 

(VIDAL et al., 2007; NIXON et al., 2008; MAMBELLI et al., 2009), mostrou-se 

viável. Segundo Mambelli e colaboradores (2009) e Nixon e colaboradores 

(2008), além da região da base da cauda, também é possível realizar a coleta 

do tecido adiposo na região da tábua do pescoço, e na região inguinal, 

entretanto não foi realizada nenhuma tentativa de coleta de tecido adiposo nos 

locais por eles descrito para fazer uma análise se estas técnicas foram mais 

vantajosa em relação a que foi desenvolvida neste experimento.  

Também foi observada por Mambelli e colaboradores (2009) a 

contaminação sanguínea do material coletado, sendo necessárias diversas 

lavagens em laboratório com PBS para a remoção do sangue de forma 

semelhante ao nosso experimento. 
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Durante o experimento, foi observada a deiscência da linha de sutura 

com posterior contaminação por miíase em somente um dos animais, este foi 

um fato isolado que aconteceu após a remoção dos fios de sutura durante um 

final de semana do experimento. Provavelmente, o animal apresentava prurido 

e ao coçar a base da cauda em algum objeto houve a deiscência da sutura, 

entretanto após a constatação do fato ocorrido foram estabelecidos curativos 

diários 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 não citaram 

nenhum tipo de problema (deiscência da linha de sutura) no pós-operatório dos 

animais de pesquisa. 

 

 

6.1.2 Separação da Fração Vascular Estromal 

 

 

O procedimento de separação da fração vascular estromal foi possível 

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 eqüinos, com o cultivo 

de células-tronco mesenquimais in vitro.  

A média do peso das amostras foi de 1,85 g, sendo suficiente para 

obtenção de aproximadamente 13,45 X 106 células da fração vascular estromal 

viáveis, as quais foram culitivadas posteriormente a sua obtenção. Esses 

resultados foram divergentes ao demonstrado por Vidal e colaboradores 

(2007), que fizeram a coleta do tecido adiposo na base da cauda dos eqüinos 

com um valor médio variando de 15 a 20 g de tecido adiposo por animal.  

O teste de viabilidade com coloração de azul de tripan 0,2% foi realizado 

em câmara de Neubauer, permitindo não só a contagem das células viáveis, 

mas também a contagem do número de células totais contidas na fração 

vascular estromal. A média da viabilidade celular após 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 estração da fração mononuclear da medula óssea e obteve 85,5% 

de viabilidade, valor muito próximo ao encontrado neste estudo.  

 Possuindo-se o número de células obtidas através da separação da 

fração vascular estromal, obteve-se o número de células viáveis a serem 

cultivadas e implantadas. O teste de viabilidade se fez importante pois nos 

permitiu saber o número de células viáveis a serem injetadas no tendão, 

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 viável. A densidade de plaqueamento das células da 

fração vascular estromal a 105 células/cm2 foi semelhante ao que foi descrito 

por Mambelli e colobaradores (2009), e diferente da densidade 5 x 103 células 

nucleadas/cm2 que foi descrita por Vidal e colaboradores (2007). Pode-se 

observar a aderência das células-tronco mesenquimais em cultura em menos 

de 48 horas, fato de acordo com o descrito na literatura quanto à característica 

destas células de adesão ao plástico quando mantidas em condições de cultivo 

(ZAGO et al., 2006; SCHÄFFLER et al., 2007).  

O teste de viabilidade com coloração de azul de tripan 0,2% foi realizado 

em câmara de Neubauer, permitindo a contagem das células-tronco 

mesenquimais viáveis, entretanto não foram encontrados trabalhos utilizando o 

tecido adiposo como fonte das células-tronco mesenquimais, com posterior 

cultivo, impossibilitando a comparação deste trabalho quanto a viabilidade das 

células-tronco mesenquimal após o cultivo celular. 

 

 

6.1.4 Caracterização das Células-Tronco Mesenquimais 

 

 

Ainda não existe um anticorpo monoclonal específico para a 

identificação das células-tronco mesenquimais, por isso foi importante fazer a 
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sua caracterização com o maior número de marcadores que apresentam 

reação, como os marcadores CD13, CD44, CD73, CD90, CD105 e que não 

apresentam reação, como os marcadores CD34 e CD45 (UGARTE et al., 2003; 

KERN et al., 2006; SCHÄFFLER & BÜCHLER 2007). Neste estudo não foi feito 

o teste com um marcador negativo devido à inexistência de um marcador 

específico para a espécie eqüina, o que tornaria a informação da expressão 

negativa como inconclusiva. 

Os resultados dos marcadores CD90 e CD44 revelaram compatibilidade 

com os resultados esboçados 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 granulócitos e monócitos, 

também tem expressão quando utilizado nas células da fração vascular fresca 

e nas CTM derivadas do tecido adiposo humano (SCHÄFFLER & BÜCHLER, 

2007; MITHELL et al., 2006; TAPP et al., 2009).  Entretanto este não 

apresentou reação em nosso trabalho, mostrando incompatibilidade com os 

dados dos estudos realizados em humanos.  

A caracterização imunofenotípica da superfície das células-tronco 

mesenquimais cultivadas derivadas do tecido adiposo da espécie eqüina, 

mostraram uma semelhança na caracterização destas células com os 

marcadores utilizados em outros estudos com diferentes espécies, entretanto 

não houve esta correlação quando foi utilizado o marcador CD13 (SCHÄFFLER 

& BÜCHLER, 2007; MITHELL et al., 2006; TAPP et al., 2009). Essa 

discrepância dos resultados pode ser explicada pelos diferentes métodos de 

isolamento das células, o tempo de cultura celular antes da análise, o uso de 

anticorpos monoclonais detectando diferentes epítopos da mesma proteína de 

superfície e aos diferentes graus de sensibilidade utilizados para a análise da 

citometria de fluxo (GIMBLE et al., 2003). Os resultados apresentados 

confirmaram a caracterização imunofenotípica da superfície das células 

isoladas e cultivadas como células-tronco mesenquimais, sendo assim possível 

a sua aplicação na terapia celular da medicina veterinária eqüina. 
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6.1.5 Implante das Células-Tronco Mesenquimais 

 

 

O implante celular foi realizado com facilidade, segundo a técnica de 

injeção intratendínea 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 intratendíneo 

pois, segundo Redding (1998), volumes superiores a 1mL quando injetados 

dentro do tendão, promovem lesão de fibras por compressão.   

A visualização 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 

possível notar a mudança da ecogenicidade da lesão. A grande concentração 

celular foi identificada como sendo mais ecóica, descartando erros de 

interpretação, como o aumento da ecogenicidade imediatamente após o 

implante ocorrer em função da melhor evolução da lesão. 

Não houve aumento de volume significativo e sensibilidade dolorosa 

após 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 óssea e 

cultivadas em laboratório não provocaram piora na lesão ou mesmo reação 

tendínea, não havendo o aumento de sua área. O não aumento do volume e da 

sensibilidade dolorosa após o implante celular realizado neste experimento 

diverge aos resultados encontrados por Oliveira (2008) que descreveu que 

houve discreto aumento de volume além do já existente após o implante com 

as células mononucleares da medula óssea. 

Pode ser observado um aumento da área da lesão e da porcentagem da 

área da lesão após 15 dias do implante das células-tronco mesenquimais 

derivadas do tecido adiposo (45º dia do experimento), mostrando que houve o 

início de uma reação tendínea, mas que retornam ao patamar do grupo 

controle após 45 dias (90º dia do experimento), (Figura 13 e Figura 14). 
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Embora estes dados não apresentem diferença significativa estatisticamente, 

estão de acordo com os resultados encontrados por Oliveira (2008), que 

demonstrou o aumento significativo da área do tendão após 15 dias do 

implante com as células mononucleares derivadas da medula óssea. 

Mesmo seguindo as recomendações de Dahlgren (2008) de utilizar  a 

agulha 21G para evitar o extravasamento da solução contendo as células 

progenitoras, pôde-se observar durante o implante celular no experimento 

realizado através do auxílio do ultra-som  o vazamento das células-tronco pelo 

espaço formado entre o tendão e a agulha com o extravasamento destas para 

áreas adjacentes ao tendão. Provavelmente não só o calibre da agulha foi 

responsável pela vazão das células para áreas próximas a desejada, mas 

também a viscosidade da solução em que as células-tronco foram diluídas 

(soro autólogo).  

  

 

6.2 ANÁLISE DO REPARO TENDÌNEO 

 

6.2.1 Análise Clínica e Ultrassonográfica 

 

 

Diferentemente do que foi descrito na literatura (WILLIAMS, 1984; 

SPURLOCK et al., 1989; ALVES 1998) que induziram tendinite pela 

administração intratendínea de colagenase na dose de 0,5mL, sendo a 

concentração 2,5mg/mL, neste trabalho optou-se por realizar a indução de 

lesão com a mesma concentração de colagenase, porém em um volume de 

1,0mL, de acordo com Yamada e colaboradores (2009). Este volume 

demonstrou a obtenção de uma lesão mais adequada como modelo para o 

estudo da reparação tendínea. 

Como relatado por Foland e colaboradores (2003), a administração da 

colagenase provocou alterações clínicas locais como aumento de volume e 

sensibilidade à palpação em todos os animais implantados, bem como 

claudicações nos membros anteriores (em graus variados). Estes efeitos foram 

similares aqueles observados em lesões de ocorrência natural e aguda, 

decorrentes do exercício excessivo. 
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O aumento de volume na região após administração de colagenase foi 

interpretado como edema decorrente do processo inflamatório instalado.  Este 

se iniciou após a administração de colagenase e permaneceu até o final do 

experimento em  todos os membros do GA (biópsia no 60º dia do experimento), 

entretanto nos membros do GB (biópsia no 150º 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 à atividade locomotora, após a administração de colagenase, 

observou-se claudicação moderada (grau 2 em média) por até 15 dias, 

apresentando diminuição mais pronunciada a partir dos 45 dias tanto no grupo 

tratado, quanto no grupo controle (Figura 10). Estes dados estão de acordo 

com Foland et al. (1992), que relataram aparecimento imediato de claudicação 

moderada após aplicação de colagenase, e com Marxen et al. (2004), quando 

após 24 horas da lesão observou-se claudicação entre 2 e 3, reduzindo 

gradualmente até os 45 dias, momento em que foi observada a completa 

ausência de claudicação. 

As imagens ultrassonográficas das lesões induzidas no presente 

experimento possibilitaram a delimitação 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 lesões não se encontravam circunscritas no centro do 

tendão, e apesar de bem definidas, possuíram formato mais alongado, 

semelhante ao apresentado por Redding et al. (1999), sendo ainda similares às 

lesões de ocorrência natural. Esta lesão mais difusa pode ser resultado de um 

volume considerável de líquido (1mL) injetado no interior do tendão, que 

encontra grande resistência neste tecido extremamente denso. 

A lesão induzida no presente experimento com colagenase (2,5mg/mL;    

1,0mL) apresentou os maiores valores de comprometimento das fibras no corte 

transversal na avaliação aos 30 dias após a indução da lesão, 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 máximo 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 área lesada aos 30 dias após a 

lesão, como resposta ao trauma, ou efeito anabólico da terapia, reduzindo aos 

60 dias. De maneira semelhante, lesões induzidas pela aplicação de colágeno 

estavam mais severas ao redor dos 17 aos 23 dias (MARXEN et al., 2004).  

Aos 150 dias houve uma redução da porcentagem de área lesada, 

atingindo valores médios de 1,28% no grupo tratado e 4,95% no grupo 

controle, sendo que em alguns membros houve a completa dissolução da lesão 

tendínea, estes dados são semelhantes ao obtido por ALVES (1998) aos 150 

dias, que houve diminuição da lesão, ficando próximo de um tendão sadio. 

Dados estes que contrariam o que foi sugerido por Gillis (1996) e Reef (1998) 

que propõem um período mínimo para a cicatrização tendínea de três meses. A 

completa cicatrização tendínea ocorre em um longo período de tempo, levando 

de 1 a 2 anos (GOODSHIP et al., 1994; RICHARDSON et al., 2007). Segundo 

Sharma e Maffulli (2005; 2006), após a décima semana da lesão, ocorre o 

estágio de maturação da cicatriz tendínea, período esse que tem duração de 

até 1 ano. Ainda, durante o final deste estágio é que declina o metabolismo dos 

tenócitos e a vascularização do tendão.  

As lesões encontravam-se bem caracterizadas aos 15 dias após a 

indução, porém atingiram sua máxima definição aos 30 dias (momento do 

implante celular), quando se apresentaram anecóicas ou hipoecóicas em 

ambos os grupos, dados estes semelhantes aos descritos por Oliveira (2008). 

O valor da ecogenicidade média máxima neste momento foi grau 2,43 para os 

grupos tratado e controle.  

 As imagens anecóicas e hipoecóicas, 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), são compatíveis com áreas de 

hemorragia, edema e tecido de granulação inicial na fase aguda da lesão. A 

partir dos 30 dias a lesão foi gradualmente se apresentando mais ecóica, 

resultante do processo de reparação. A melhora da ecogenicidade foi 

significativa ao longo do tempo para ambos os grupos, porém sem diferenças 

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 não foi suficiente para o retorno da ecogenicidade 
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observada em um tendão sadio. Dado semelhante foi relatado por Spurlock et 

al. (1989), que avaliaram a lesão até 10 meses após a sua indução. O escore 

médio final da lesão 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 após a lesão, 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 lesões ocorre com a produção de colágeno, resultante da 

organização dos fibroblastos durante o processo de cicatrização. Há uma 

correlação direta entre a quantidade de colágeno e a intensidade da 

ecogenicidade. 

As imagens permaneceram hipoecóicas ao final do experimento, 

moderadamente definidas e com melhor organização linear que nos primeiros 

meses do experimento, porém ainda não totalmente restabelecidas. Marr et al. 

(1983) apresentaram alterações semelhantes nos períodos de 1 a 5 meses 

após a indução da lesão. Acredita-se que o protocolo de exercícios adotado 

promove o estresse longitudinal das fibras tendíneas, sendo observada a 

melhora na organização das fibras tendíneas em ambos os grupos, 

concordando com o período mínimo de 90 dias para avaliar esta característica, 

descrito por Gillis (1996) e Alves (1998). 

O alinhamento de fibras observado no corte longitudinal não foi 

semelhante ao encontrado em tendão sadio, porém com melhora no 

paralelismo e preenchimento da lesão em todos os membros. Este alinhamento 

observado ainda mostra fase de reorganização tecidual, conforme descrito por 

Marxen et al. (2004). 

A terapia celular instituída neste experimento não demonstrou diferença 

estatística significativa entre o grupo tratado e o grupo controle quanto a 

avaliação clínica e ultrassonográfica, estes dados são diferentes aos descritos 

por Mountford (2006) e Crovace (2007), que alegam que o uso das células-

tronco mesenquimais promovem a melhora clínica e ultrasonográfica da 

cicatrização tendínea. Entretanto, os dados deste experimento são compatíveis 

com Nixon e colaboradores (2008), que alegam não haver diferença 

significativa na avaliação ultrassonográfica entre o grupo tratado e o grupo 

controle após o implante das células nucleadas derivadas do tecido adiposo 
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eqüino. Oliveira (2008), realizou o implante das células mononucleares 

derivadas da medula óssea e descreveu que não houve diferença na avaliação 

ultrassonográfica entre o grupo tratado e o grupo controle. 

 

 

6.2.2 Avaliação por ultrassonografia Power Doppler 

 

 

Não foi observado fluxo vascular ao exame ultrassonográfico Power 

Doppler nos tendões dos membros anteriormente à indução da lesão, dado que 

concorda ao apresentado por Richards e colaboradores (2001).  

O verdadeiro início da formação de vasos deve ocorrer, provavelmente, 

anterior à sua observação de fluxo sanguíneo no exame Power Doppler, assim 

como o seu completo desaparecimento ocorra em uma fase posterior 

(RISSELADA et al., 2006).  

 A identificação do fluxo sangüíneo apresentou-se em dois momentos do 

experimento, no 45º dia e no 60º dia, apresentando maior intensidade aos 45 

dias após a indução da lesão. Entretanto, a partir do 75º dia do experimento 

não foi mais observado a presença de neovascularização através do exame do 

aparelho Power Doppler.  

Em um estudo semelhante a este utilizando as células mononucleares 

da medula óssea (dentre essas as células-tronco mesenquimais) realizado por 

Oliveira (2008), observou maior fluxo sanguíneo com o exame do Power 

Doppler no 60º dia do experimento, dado semelhante ao encontrado neste 

estudo. Entretanto, Oliveira (2008) também observou a presença de fluxo de 

sangue no grupo controle (membros que não foram tratados com as células 

mononucleares derivados da medula óssea), fato este diferente ao encontrado 

no presente experimento. Oliveira (2008) também verificou a presença de 

vasos ao redor do local lesado até o 108º dia após a terapia com as células 

mononucleares da medula óssea do experimento realizado, dado este diferente 

do verificado neste estudo.     

A avaliação da eficácia das terapias pode ser feita através do 

acompanhamento através do Power Doppler, observando a dinâmica do fluxo 

vascular (POZOR e McDONNEL, 2004), desde sua formação até a resolução 



74 
 

do processo cicatricial, associado ao exame ultrassonográfico convencional 

(STROUSE et al., 1999). No entanto, Zanetti et al. (2003) consideraram a 

análise da ecogenicidade mais importante do que a detecção de 

neovascularização com o exame Power Doppler. 

 

 

6.2.3 Análise Histopatológica e Imunoistoquímica 

 

 

Ao exame macroscópico, foi possível identificar o local da lesão por 

inspeção visual nos animais que foram biopsiados aos 60 dias após a indução 

da lesão (GA), também foi possível estabelecer o local lesado nos animais que 

foram biopsiados aos 150 dias após a indução da lesão (GB), entretanto neste 

grupo houve dificuldade para a localização macroscópica da área lesada. Estes 

dados são divergentes ao que foi observado por Williams (1984), que após 

eutanásia identificou as lesões tendíneas no interior dos tendões ao 6º, 9º e 14º 

mês após a indução experimental de tendinite.  

Alves (1998) identificou o local prévio da lesão em animais mantidos em 

repouso e em animais sem tratamento com FBAPN, sendo que em alguns 

animais foi necessário o uso de imagem ultrassonográfica para a correta 

identificação da região, sendo esses dados de acordo com o presente 

experimento. A dificuldade de localização foi caracterizada como ocorrência de 

remodelamento das fibras colágenas. O que pode ser observado durante o 

procedimento cirúrgico, foi  um ligeiro aumento de volume e fibrose local 

(característica mais acentuada no GA, 60º dia após a indução da lesão), sendo 

que em alguns animais também foi notada uma coloração mais esbranquiçada 

no local em que ocorreu a lesão, e este, ao corte, apresentou aspecto mais 

gelatinoso. A área afetada foi facilmente identificada aos 150 dias por Marxen 

et al. (2004) como uma região hiperêmica, paratendão espessado e opaco, 

além de evidente neovascularização. Adesões do paratendão ao TFDS 

também foram notadas.  

Neste experimento, definiu-se a região a ser biopsiada através de uma 

marcação sobre a pele feita na altura da lesão, associado às imagens 

ultrassonográficas realizadas após a indução da lesão. 
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Os resultados obtidos na avaliação histopatológica (H.E. e Tricrômio de 

Masson) realizada no 60º e no 150º dia após a indução da lesão mostraram 

que todos os grupos possuíam fibroplasia, entretanto esta era mais evidente no 

grupo controle da biópsia 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 à lesão tendínea, foram observados graus intensos de 

vascularização aos 150 dias, com grande número de vasos reciduais e recém 

formados por todo fragmento tendíneo, esses dados divergem os encontrados 

no presente experimento, onde também foi notada vascularização aos 150 dias 

após o implante das células-tronco mesenquimais (GB), entretanto a 

intensidade de vasos foi mais intensa no GA (60º dia após a indução da lesão).  

Em ambos os grupos foram observadas ocorrências pertinentes à fase 

de fibroplasia, com aumento da densidade das fibras, mas esta ainda menor se 

comparada ao tendão sadio, concordando com o descrito por Spurlock et al. 

(1989), após 10 meses da indução da lesão.  

O estágio de fibroplasia é caracterizado pela presença de um grande 

número de fibroblastos, com proliferação do endotendão e paratendão 

(STROMBERG e TUFUESSON, 1969; STRONBERG, 1971; SILVER et al., 

1983). A fibroplasia foi uma característica muito marcante nos animais 

biopsiados aos 60 dias após a indução da lesão (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 tendão sadio, apresentaram 

núcleos mais alongados, e a matriz contendo fibras de colágeno corou-se mais 

fortemente (Tricrômio de Masson) do que nos grupos controles (G2A e G2B). 

As células e as fibras encontravam-se mais claramente alinhadas, iniciando 

uma organização em paralelo, e as ondulações foram mais presentes nos 

grupos tradados (G1A e G1B) em relação aos grupos controles. 

Nixon e colaboradores (2008) realizaram um trabalho utilizando a fração 

vascular estromal do tecido adiposo eqüino para o implante após sete dias da 

indução da lesão com colagenase, sendo realizada a avaliação histológica do 
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tendão depois da biópsia realizada na sexta semana após o implante celular. 

Na avaliação histológica deste estudo foi observado melhora significativa 

quanto à melhor organização das fibras tendíneas e menor infiltrado 

inflamatório, dados similares aos encontrados no presente trabalho.  

A redução do infiltrado celular inflamatório sugere que as células-tronco 

mesenquimais possam ter um efeito antiinflamatório na regeneração do tendão 

ou possam ter algum outro tipo de ação antiinflamatória através da 

estabilização ou da minimização da degeneração em andamento das fibras 

tendíneas (Nixon et al., 2008). 

Os vasos não foram identificados em um grande número na maioria dos 

cortes histológicos, diferentemente do que foi identificado aos 150 dias nas 

lesões em eqüinos tratadas com glicosaminoglicanos polisulfatados, quando foi 

descrita uma vascularização em grande intensidade (MARXEN et al., 2004). Os 

vasos presentes aos 150 dias após a indução da lesão se alongavam no 

sentido da força exercida sobre o tecido tendíneo. 

Pool (1996) relatou que a diminuição da celularidade e vascularização 

são indicativas de progressiva maturação do tecido de granulação, pois a 

deposição de colágeno exerce pressão mecânica sobre as delicadas paredes 

de capilares neoformados, levando à diminuição da vascularização. Assim, no 

presente trabalho foi possível notar a ocorrência da fase de maturação do 

tecido em reparação, com menor quantidade de vasos, e menor celularidade 

do grupo tratados em relação ao grupo controle. 

Os mecanismos de diferenciação das células precursoras mesenquimais 

em tenócitos vêm sendo pesquisados, no entanto há 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 superfície celular conhecidos em humanos 

(PITTENGER et al., 1999; MARTIN et al., 2002), porém o mesmo não acontece 

com os eqüinos, quando pouco se sabe sobre os seus possíveis marcadores. 

Baseado neste fato, foi relatada por Richardson (2005) a necessidade de 

marcações para colágeno tipo I, sintetizado pelos tenócitos para identificar a 

célula por sua função, além de sua diferenciação através de marcadores de 

superfície, como foi utilizado experimento, com o uso de marcadores 

específicos para colágeno tipo I e III, através da reação por imunoistoquímica.  
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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 presença ou não de angiogênese nas fases de 

cicatrização tendínea testadas nos diferentes momentos da avaliação (GA-

biópsia aos 60 dias e GB-biópsia aos 150 dias).  

Alves (2008), que identificou em uma fase inicial da cicatrização 

tendínea uma forte marcação para VEGF, acompanhado de um grande número 

de vasos em tendões flexores digitais superficiais tratados com células da 

fração mononuclear e por Petersen e colaboradores (2002), que também 

descreveram uma forte intensidade na imunomarcação para VEGF 

acompanhado de uma alta densidade vascular nas primeiras 12 semanas após 

enxerto para reconstrução tendínea, em um modelo experimental em ovinos. 

Estes dados são semelhantes aos encontrados nesse experimento, que 

apresentou marcação para o VEGF nos dois momentos que foi realizado a 

biópsia tendínea (GA e GB). Infelizmente não foi possível quantificar esta 

marcação em função da formação de “dobras” nas lâminas devido a 

recuperação antigênica que foi realizada com o uso de calor, através de banho 

maria, 20 minutos, em solução pré aquecida de TRIS-EDTA (pH 9,0). 

 Trabalhos publicados na avaliação de tecido tendíneo de eqüinos, como 

o apresentado por Williams e colaboradores (1980), descreveram o uso de 

anticorpos para colágeno tipo I e III de bovinos, produzidos em coelhos 

(DUANCE et al., 1977). Porém, a técnica realizada na identificação dos 

colágenos foi a imunofluorescência, utilizando tecido tendíneo congelado. Este 

mesmo texto descreve a maior extratividade de colágeno tipo I no tecido lesado 

que no tecido sadio, sendo esta diferença refletida no menor número de 

ligações cruzadas presentes no tecido neoformado. Essa pode ser a possível 

explicação para a maior expressão do colágeno tipo I no grupo tratado que foi 

biopsiado aos 60 dias após a indução da lesão (G1A, 7,39%) em relação ao 

grupo tratado que foi biopsiado após 150 dias da indução da lesão (G1B, 

7,26%), pois o G1B apresenta um tecido tendíneo reparado mais semelhante 

ao tecido sadio.   

Nixon e colaboradores (2008) observaram que houve maior 

concentração na formação de colágeno tipo III no grupo tratado em relação ao 

grupo controle, havendo concentração de colágeno no grupo tratado mais 
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evidente apenas ao redor de regiões que apresentavam alta celularidade 

residual, sendo estes dados semelhantes aos encontrados.       

Foi possível a obtenção de reação adequada, considerando que o tecido 

lesado avaliado possuiu um menor número de ligações cruzadas, porém houve 

dificuldade na contagem pontual da marcação, além de formação de fundo. 

Assim, se fez necessária a utilização do programa Leica Qwin, através de 

câmera acoplada ao microscópio, para identificação da marcação e contagem 

de sua porcentagem por campo. Entretanto, ainda se faz necessário o 

aperfeiçoamento das técnicas imunoistoquímicas realizadas, principalmente 

quanto ao marcador VEGF, que neste experimento apresentou a formação de 

“dobras” do tendão, impossibilitando a correta verificação da porcentagem de 

marcação.  

Novas pesquisas sobre a marcação e identificação das fibras colágenas 

no tecido tendíneo ainda se fazem necessárias para uma avaliação mais 

adequada da resposta cicatricial tendínea. Um novo método para a avaliação 

da cicatrização do tendão é a identificação da expressão gênica que pode ser 

benéfica para confirmar a diferenciação celular para um fenótipo de tendão, 

além de quantificar a expressão gênica dos colágenos tipo I, III e V, tendo 

assim um dado mais fidedigno quanto a resposta cicatricial instituída durante o 

tratamento (TAYLOR et al., 2009). 

O efeito do tratamento com as células-tronco mesenquimais derivadas 

do tecido adiposo, aplicadas às lesões tendíneas induzidas neste experimento, 

possibilitou um melhor reparo tendíneo, sob aspectos analisados 

histologicamente, com menor celularidade no grupo tratado em relação ao 

grupo controle, maior arranjo paralelo das fibras colágenas, menor intensidade 

de infiltrado inflamatório perivascular, maior deposição de matriz extracelular 

(colágeno, corado em vermelho no Tricrômio de Masson). 

Esta consideração está de acordo com dados divulgados por Herthel 

(2002) e Thomas (2003), que sugeriram este efeito, porém baseados em 

análise clínica, ultrassonográfica e funcional das estruturas tendo-ligamentares. 

Barreira (2005) e Oliveira (2008) avaliaram histologicamente lesões  tratadas 

com células-tronco mesenquimais contidas na fração mononuclear após a sua 

indução, e sugeriram a aceleração do processo de reparação. Em trabalho 

publicado por Mountford et al. (2006), foram encontradas diferenças 
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significativas ao exame histopatológicos de um animal com lesões clínicas, 

sendo uma lesão tratada (19 meses após implante de células mesenquimais 

cultivadas em laboratório), e outra sem tratamento. A lesão tratada possuía 

aspecto próximo ao normal, enquanto a lesão não tratada apresentou processo 

inflamatório persistente. 

Nixon e colaboradores (2008) realizaram a terapia do tendão flexor 

digital superficial em eqüinos com a administração de células nucleadas 

derivadas do tecido adiposo e observaram histologicamente melhor 

organização das fibras tendíneas e redução do infiltrado inflamatório, sendo 

estas observações semelhantes as encontradas neste experimento.  

Durante o processo cicatricial, a fase proliferativa inicial é marcada por 

um pico na expressão de colágeno tipo III. Posteriormente, na fase de 

organização, a fibra colágena do tipo III é substituída por fibra colágena tipo I 

(MATSUMOTO et al., 2002). Os resultados da imunoistoquímica revelaram 

uma maior quantidade de colágeno tipo I se comparada ao tipo III, tendendo à 

melhor cicatrização. Porém, a quantidade de colágeno tipo III marcada ainda foi 

alta, representando a continuidade do processo de cicatrização.  

Crovace et al. (2007) descreveram a presença de colágeno tipo I 

maduro em animais tratados com implantes de células da fração mononuclear 

e de células mesenquimais cultivadas, apresentando arquitetura tendínea 

normal, nas fases entre 16 e 21 semanas após a indução de lesão; e grupo 

placebo apresentando maior quantidade de colágeno tipo III e menor 

organização, porém sem citar os valores observados. Hankemeier et al. (2005) 

também demonstraram uma melhora da qualidade do tecido cicatricial e de sua 

resistência pela proporção apresentada entre colágeno tipo I e colágeno tipo III, 

avaliando-se lesões ligamentares em humanos tratados com células 

mesenquimais. Na análise bioquímica de lesões centrais tendíneas em 

eqüinos, foi caracterizado um alto nível de colágeno tipo III em relação ao 

colágeno tipo I, sendo mantida a quantidade total de colágeno (BIRCH et al., 

1998).  

Em tendões normais de eqüinos, houve uma clara imunomarcação para 

colágeno tipo I, exceto em região de endotendão, onde a imunoreatividade 

para colágeno tipo III foi evidente (SÖDERSTEN, 2006). Em mesmo trabalho, o 

tendão lesado apresentou a maioria das estruturas fibroblásticas marcadas 
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para colágeno tipo I, tanto em regiões mais organizadas como as de menor 

organização; a marcação para colágeno tipo III foi observada não só restrita à 

área endotendínea, mas por todo o corte, inclusive nas áreas necrosadas. 

A marcação para fibras colágenas do tipo I foi difusa, como também 

para colágeno tipo III. Satomi et al. (2008) descreveram a marcação via 

imunofluorescência para colágeno tipo I e III na tendinose em humanos com 

distribuição semelhante, sendo a fibra colágena tipo I marcada de forma 

discreta e difusa, e para fibra colágena tipo III distribuição também difusa, 

porém mais proeminente. Em disfunções do tendão tibial posterior em 

humanos, um estudo bioquímico apresentou um valor de 53,6% para colágeno 

tipo III, ainda 26,4% para colágeno tipo V e queda de 40,4% na cadeia alfa-1, 

como também redução de 42,5% na cadeia alfa-2 do colágeno tipo I, não 

ocorrendo alteração na quantidade total de colágeno (GONÇALVES et al., 

2002).  

Nixon et al. (2008) descreveu que não houve diferença da expressão 

imunoistoquímica de colágeno tipo I entre o grupo tratado e o grupo controle 

após o implante das células mononucleares derivadas do tecido adiposo 

eqüino. Entretanto, o presente estudo mostra diferença significativa quanto a 

expressão do colágeno tipo I, com maior expressão no grupo tratado em 

relação ao grupo controle. 

Com a avaliação realizada neste trabalho, foi possível sugerir que o 

grupo submetido à terapia celular apresentou melhores parâmetros avaliados, 

representando uma diferença estatisticamente significativa com maior 

concentração do colágeno tipo I nos grupos tratados, menor concentração do 

colágeno tipo III no grupo tratado em relação ao grupo controle (GB).  

Acredita-se que a utilização desta terapia, combinada ao esquema de 

atividade física controlada e com acompanhamento de avaliações clínicas e 

ultrassonográficas seriadas, possa acelerar o processo de reparação tendínea, 

contribuindo de maneira decisiva para a redução do período de reparação e 

melhorando a sua qualidade, evitando recidivas. Black et al. (2007) 

acreditavam que não existe evidência para dizer que as células-tronco se 

diferenciem, mas formula a hipótese que estas células expressem citocinas ou 

fatores de crescimento que promovem o reparo, ou mecanismos endógenos no 

tecido ao qual são implantadas. Segundo os citados autores, estes 
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mecanismos tróficos, ao invés da diferenciação em si, responderiam aos 

benefícios atribuídos à terapia celular.  

Nosso trabalho mostrou que o uso das células-tronco mesenquimais 

derivadas do tecido adiposo melhorou a velocidade de reparação da lesão e a 

qualidade do tecido neoformado, porém, novos estudos devem ser 

desenvolvidos objetivando novos meios de avaliação do tecido tendíneo 

neoformado, como na avaliação da expressão gênica dos fibroblastos do 

tendão de eqüinos (TAYLOR et al., 2009). 

Ainda são necessárias pesquisas utilizando células-tronco adultas 

provenientes de outras fontes de tecido adulto na espécie eqüina, sejam elas 

da medula óssea, sangue total, sangue do cordão umbilical, cordão umbilical, 

de forma a avaliar a real ação destes tratamentos e comparando qual a melhor 

fonte de células-tronco mesenquimais para a instituição da terapia celular em 

casos de tendinite.  
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7. CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos nas condições experimentais do presente estudo 

permitem concluir que: 

 

1- A terapia celular tendínea com células-tronco mesenquimais 

derivadas do tecido adiposo, melhorou a organização tecidual e acelerou o 

processo de cicatrização tendínea. A realização do procedimento foi seguro e 

não apresentou nenhum risco ao animais durante o período de 

acompanhamento. 

2- A técnica utilizada para o isolamento e o cultivo das células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo eqüino mostrou-se viável. 

3- A caracterização imunofenotípica da superfície das células 

progenitoras adultas derivadas do tecido adiposo esboçaram expressão ao 

anticorpo monoclonal espécie específico mouse anti-horse CD44 e reação 

cruzada inter-espécie ao anticorpo monoclonal mouse anti-rat CD90-FITC. 

4- O exame ultrassonográfico Power Doppler se mostrou eficiente para o 

acompanhamento da dinâmica vascular, apresentando a visualização de 

vascularização dos membros tratados em dois momentos do experimento (45º 

dia e 60º dia). 

5- O tecido neoformado apresentou uma maior expressão na avaliação 

imunoistoquímica comparando os grupos tratados aos grupos controles quanto 

ao colágeno tipo I nos dois momentos em que foi realizada a biópsia (GA e 

GB). Menor expressão do colágeno tipo III na biópsia realizada no 150º dia do 

experimento no grupo tratado (G1B). Houve expressão do fator de crescimento 

vascular endotelial em ambos momentos que foi realizado a biópsia (GA e GB). 
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ANEXO 1: Acompanhamento ultrassonográfico do animal 3, corte transversal, 

aos dias 30, 45, 60, após indução de lesão. 
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ANEXO 2: Acompanhamento ultrassonográfico do animal 3, corte transversal, 

aos dias 75, 90 e 105 após indução de lesão.  
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ANEXO 3: Acompanhamento ultrassonográfico do animal 3, corte transversal, 

aos dias 120,135 e 150 após indução de lesão. 
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ANEXO 4: Instruções aos autores artigos científicos. 

 

1. Original research papers (Full-length, Short Communications and Technical 

Reports). 

2. Review articles (Mini-reviews and full-length Review Articles, and Book 

Reviews 

3. Scientific meeting Reports 

Original research papers: 

These should report the results of original research. The material should not 

have 

been previously published elsewhere, except in a preliminary form. 

Full-length papers should conform to the traditional format with headings for 

Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion section. 

 

A Short Communication is a concise but complete description of a limited 

investigation, which will not be included in a later paper. Short Communications 

should be as completely documented, both by reference to the literature and 

description of the experimental procedures employed, as a regular paper. They 

should not occupy more than 6 printed pages with figures, tables and 

references (about 12 manuscript pages including no more than a total of 4 

figures and tables) and should contain an Abstract of not more than 200 words. 

Headings should be Introduction, Materials and Methods with the Results and 

Discussion combined. The maximum total text word count in these sections is 

3000. 

 

A Technical Report is a description of:  

(A) a new gene or its expressed sequence (mRNA) that is comprehensive at 

least with regard to the coding sequence or the complete mature expressed 

protein, with annotation (leader/signal sequence, start, stops, and other 

features), comparison to other species (e.g. by cladogram, percent similarity of 

gene and deduced amino acid), evidence of deposition into a publicly available 

gene bank (e.g. GenBank with accession number); or (B) a new monoclonal 

antibody that convincingly shows specificity for a new target molecule or allows 

significant improvement of existing procedures or diagnostics (ELISA, flow 



110 
 

cytometry, Western blotting, tissue sections); or (C) availability of a functional 

recombinant cytokine or chemokine with clear evidence that it has biological 

activity commensurate with the native molecule. A Technical Report should not 

occupy more than 4 printed pages including text with no headings and of not 

more than 1500 words, no more than 3 figures and tables, an Abstract of not 

more than 200 words, and References. 

 

Reviews: 

 

Mini-reviews and opinions should cover subjects in specialised areas of 

veterinary immunology which are either topical, or of emerging importance, or in 

need of an update. They should not exceed 3000 words and be easy to read. 
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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. 
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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 

(Schäffler and Büchler, 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, 

São 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 ½ 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 I collagenase (Gibco, Grand Island, NY, USA) in RPMI-1640 medium, in 

a humidified heater at 37ºC, under 5% CO2 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 37ºC and 5.0% 

CO2 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 µL 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 25cm2 culture plates that were further incubated at 

37ºC and 5.0% CO2. 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 (1st - 4th), 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 

(Schäffler & Büchler 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 P0 P1 P2* P3* 

CD 13 6.31% ±4.95 6.30% ± 3.27 2.08% 2.82% 

CD 44 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. P0, 1st passage; P1, 2nd passage; P2, 3rd passage; P3, 4th 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 2nd 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 1st passage 

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