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TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO COM A FRACAO TOTAL DE QELULAS
MONONUCLEARES AUTOGENAS DA MEDU LAAOSSEA NA LESAO
IATROGENCIA AGUDA DE TENDAO CALCANEO DE CAES.

AUTORA: DEBORA CRISTINA OLSSON
ORIENTADOR: NEY LUIS PIPPI
Santa Maria, 03 de margo de 2009.

A maioria das lesdes tendineas em pequenos animais esta relacionada a traumas, e as
lesdes mais importantes envolvem sec¢do parcial ou completa, devido a acdo de objetos
cortantes ou agudos, ou laceragdo associada com acidente de automovel levando a uma
incapacidade funcional do membro. Os efeitos como a melhora da qualidade ou rapidez da
cicatrizacdo ndo sdo confirmados por estudos controlados. Recentemente, os avangos médicos
tém demonstrado crescente interesse na utilizagdo de terapia celular em tratamentos de
doencgas degenerativas e também em cicatrizagdo lenta ou ineficaz. Este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do transplante autogeno de células mononucleares (CM) de medula
6ssea com ou sem MEC na cicatrizagdo tendinea. Foram comparados tenddes tratados
somente com CM (GI); CM embebidos em MEC de colageno (GII); somente MEC de
colageno (GIII) com o grupo controle (GIV), além da presenga dessas células no tecido
neoformado. Foi induzida lesdo experimental no tenddo calcaneo comum do membro pélvico
direito em 36 caes, separados aleatoriamente em quatro grupos experimentais com nove
animais cada, seguida por transplante autégeno de no minimo 0,6 x 10* ¢ maximo 7,4 x 10°®
CM. kg, com viabilidade superior a 90%, marcadas com nanocristal Q-tracker 655. Os
animais foram avaliados por pardmetros clinicos e hematologicos e, através de bidpsia
realizada aos 7°, 14° e 30° dias de evolucdo por meio de caracteristicas citologicas, analises
fluorescente direta e histopatologicas quanto a qualidade de cicatrizacdo tecidual como:
aumento do infiltrado inflamatdrio, presenca de matriz extracelular, aumento da proliferacao
celular e presenca de CM marcadas no tecido que caracterizam uma melhora discreta da
regeneragdo do reparo tendineo quanto ao quesito inflamagdo. Estatisticamente, o grupo
tratado com a associagdo de MEC de coldgeno embebidos com CM foi mais significativo
quando comparados aos outros grupos.

Dessa forma conclui-se que apos a analise dos resultados, a terapia celular tendinea com CM
favoreceu a fase proliferativa do reparo tendineo entre o 14° ¢ 30° dias apds o tratamento e
novas pesquisas devem buscar sua utilizacdo como auxilio a regeneragao.

Palavras-chave: células mononucleares, medula 6ssea, matriz extracelular, tendao, caes.
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AUTOGENOUS MONONUCLEAR BONE MARROW CELLS
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Most injuries of the tendons in small animals are linked to trauma and the most
important injuries are partial or complete section due to the action of sharp or acute objects or
laceration  associated with automobile accident leading to a functional disability of the
member. The treatments offered are different, but effects such as improving the quality and
speed of healing are not confirmed by controlled studies. Recently, the medical advances have
shown growing interest in the use of cell therapy in treatment of degenerative diseases and
also in slow or ineffective healing. This study aimed to evaluate the effects of the transplant
autogenous of mononuclear cells of bone marrow with or without MEC in tendon healing.
Compared tendons were treated only with mononuclears cells (GI); mononuclears cells
embedded in MEC of collagen (GII); only MEC of collagen (GIII) with the control group
(GIV), besides the presence of such cells in the new tissue. It was induced Achilles tendon
injury trial in common law of the pelvic member in 36 dogs, randomly separated into four
groups with nine experimental animals each, and followed by autogenou transplantation of at
least 0,6 x 10® and a maximum 74 x 10® mononuclear cells. kg'l, with more than 90%
viability, marked with nanocristal Q-tracker 655. The animals were evaluated by clinical and
hematological parameters and through biopsy cyhtological features. Analyses performed at
7th, 14th and 30th days of evolution through cytological features analyses and direct
fluorescent histopathological about the quality of healing tissue as: increasing of the
inflammatory infiltrate, presence of extracellular matrix, increased cell proliferation and
marked presence of mononuclear cells in tissue that characterize the improvement of the
regeneration of tendineous repair. Statistically, the group treated with the combination of
MEC of collagen embedded with mononuclears cells was more significant when compared to
other groups. Thus it appears that after examining the results, tendon cell therapy with
mononuclear cells improved the organization of proliferative tendon repair between 14th and
30th of days after treatment.

Key words: mononuclear cells, bone marrow, MEC, tendon, dogs.
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1 INTRODUCAO

Na tentativa de acelerar processos regenerativos tém sido efetuadas pesquisas em
diferentes tecidos como a pele (KOTTON, 2001), osso (KOSACHENCO et al., 1998), nervos
(STAINKI et al., 1995), musculos e tenddes (SCHMITT et al., 1993; WANDERER et al.,
1994; REDDY et al., 1998). Os musculos e tenddes tém significativa participagdo nos
problemas ortopédicos de caes domésticos e a maioria das lesdes encontradas principalmente
nos tenddes estd relacionada ao trauma (RAISER, 2000), devido a acdo de objetos cortantes
ou agudos, causando desgastes e rupturas parcial ou completa, (KILLINGSWORTH, 1993;
RAISER, 2000), contribuindo para o inevitdvel declinio da fun¢dao do 6rgdo ou tecido
(NEURINGER ; RANDELL, 2004).

M¢étodos de tratamento para traumas ocorridos em tenddes vém sendo testados, porém,
os resultados s3o frustrantes quando considerados o tempo de cicatrizagdo ¢ a qualidade do
tecido cicatricial. Pesquisas recentes tém dado importdncia ao traumatismo de tendao,
particularmente do calcaneo, efetuando técnicas corretivas com a utilizagdo de membranas
como enxerto autégeno de fascia lata (HADDAD et al., 1997), tendao homodlogo (RAISER
2000), peritonio bovino preservado (COSTA NETO et al., 1999) e pericardio eqiiino
(SARTORI FILHO et al., 1997). Entretanto, mais recentemente as pesquisas t€ém voltado sua
atencdo para o potencial terapéutico da engenharia celular quando aplicadas a enfermidades
complexas ou lesdo de dificil cicatrizagdo (HUANG et al., 2006).

Pesquisas com células da medula 6ssea tem apontado multiplas possibilidades para a
reparacao tecidual e aceleracdo dos processos regenerativos e a principal vantagem quando
utilizadas de forma autégena ¢ o fato de que ndo provocam rejeicdo quando reinjetadas
(VOLLWEILER et al., 2003). Alguns estudos em animais obtiveram resultados positivos
apods injecdo local de células precursoras mesenquimais autdlogas em diferentes
concentragdes para cicatrizacdo de tecido tendineo, melhorando significativamente a
cicatrizagao do tendao (KRAMPERA et al., 2006).

Essas descobertas no campo da medicina regenerativa levam a crer que, além de
originar as células sangliineas, as células-tronco adultas tém potencial e plasticidade para se
transformar em varias outras linhagens celulares ou simplesmente aumentar o potencial da
cicatrizacdo em diversos tipos de tecidos (NARDI; MEIRELLES, 2006).

A experimentagdo laboratorial envolvendo esses tipos de células esta evoluindo
rapidamente, porém, faltam ainda estudos bem fundamentados e controlados sobre as fontes

de diferentes células-tronco e métodos de purificagdo para expansao em cultura que
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confirmem a contribuicdo deste método terapéutico na qualidade da cicatrizacdo (ZAGO;
COVAS, 2004).

O presente trabalho oferece uma alternativa adjuvante para o tratamento de lesdo
tendinea utilizando implante de colageno hidrolizado e liofilizado como MEC, embebidos ou
nio com as células mononucleares da medula 6ssea, marcadas com nanocristal, em lesdo
cirtirgica experimental de tendao calcaneo comum em caes. Diante dos aspectos considerados
tém-se como objetivos:

1- elaborar um modelo experimental para colheita de células da medula 6ssea no cao;

2- comparar a qualidade da regeneracdo do tecido conjuntivo tendineo em curto

periodo de tempo, promovida pelas células mononucleares autégenas da medula
6ssea, com ou sem auxilio de MEC de coldgeno, marcadas com nanocristal, por
meio de histopatologia;

3- analisar através de fluorescéncia a presenca de células mononucleares marcadas

com nanocristal Q-tracker 655 no botao celular;

4- avaliar através de citologia a presenca do marcador coloidal nanocristal Q-tracker

655 nos tecidos nos periodos de 7, 14 e 30 dias de evolugao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tendao

2.1.1 Anatomia

Os tenddes sdo estruturas cilindricas, densas e alongadas que unem os musculos a
outras estruturas; assim, uma das extremidades esta sempre ligada a um musculo, sendo um
componente intermediario de inser¢do (ARON, 1996). Na outra extremidade, as fibras do
tendao sempre se aderem com o tecido fibroso da estrutura a que se unem comumente 0 0SS0,
onde elas sdo continuas (PARIZOTTO, 2003) ao mesmo tempo com uma cobertura fibrosa
externa, o peridésteo (BENJAMIN et al., 2008). Sua funcdo inicial é transmitir energia e
estabilidade para for¢a de contragdo que gera um movimento muscular (RUSSEL;
MANSKLE, 1990) para os ossos, tornando possivel o movimento articular, que deve ter um
minimo de gasto de energia (SOBANIA, 1992).

Os tenddes normais possuem uma textura fibroeldstica, densidade e superficie lisa o
que demonstra uma grande resisténcia a cargas mecanicas (BIRK et al., 1997), sendo
resistentes a tensdo (KAKAR et al., 1998). Sao constituidos de feixes paralelos, espessos e
bem compactos de fibras colagenas que t€ém no seu meio, nucleo de fibroblastos, que sdo
células que sintetizam colageno (COMARCK, 1991; EVANS; DE LAHUNTA, 1994). Sao
orientadas de modo a oferecer o maximo de resisténcia, ondulagdo e normalmente atuam
sobre o tecido tendineo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Segundo Culaw et al. (1999) grande parte das fibras ¢ orientada em paralelo ao eixo
longitudinal do tenddo, o que permite resistir e transmitir eficientemente as forgas
unidirecionais geradas dos musculos para os ossos (ASLAN et al., 2008). No tendao ha um
tecido conjuntivo frouxo que o circunda denominado paratendao ou, alternativamente, em
areas que requerem lubrificacdo, pelas bainhas sinoviais, compostas de camadas parietal e
visceral, que continuam através do mesotenddo (PAYNE ; TOMLINSOM, 1993). O
paratenddo tem a fun¢do de possibilitar o livre movimento do tenddo contra os tecidos
circunvizinhos (KAKAR et al., 1998).

Para verificar o nivel de organizacio molecular das fibras coldgenas (matriz
extracelular - MEC) no tenddo diversos métodos sdo empregados, tanto nas ocasides onde a
morfologia esta preservada, como naquelas onde ocorre o processo de reparo desta estrutura

corporal (REINKE ; KUS, 1992). O coldgeno ¢ o maior componente da MEC, abrangendo
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cerca de 86 a 95% do peso tmido do tenddo e sua composi¢do ¢ agua, colageno,
proteoglicanos e fibrocitos arranjados de forma ordenada (ASLAN et al., 2008). Acreditava-
se que a MEC dos vertebrados era simplesmente uma substincia inerte que proporcionou
estabilizacdo da estrutura fisica dos tecidos, mas apos diversas pesquisas foi demonstrado que
esta ¢ ativa e desempenha um papel complexo na regulagdo do comportamento das células
vizinhas, influenciando seu desenvolvimento, migragdo, proliferacao, forma e funcao (AWAD
et al., 2003).

No tenddo, as fibras colagenas possuem uma disposi¢do que ¢ o resultado do seu
processo de maturacdo, sendo usualmente organizadas em fasciculos de fibras que contém
unidades menores denominadas fibrilas (BIRK et al., 1997; ASLAN et al., 2008). O diametro
das fibras coldgenas, obtido em um corte transversal, apresenta-se uniforme durante a fase
inicial de desenvolvimento, mas com o avancar da idade ¢ observado um padrao bi ou tri-
modal (AWAD et al., 2003). Na presenca de uma lesao, € observada a tendéncia ao aumento
da quantidade de fibras de menor didmetro (ASLAN et al., 2008).

A maioria das lesdes tendineas em pequenos animais esta relacionada ao trauma, e as
lesdes mais importantes envolvem sec¢do parcial ou completa do tecido, devido a acdo de
objetos cortantes ou agudos, ou laceragdo associada com acidente automobilistico
(KILLINGSWORTH, 1993; RAISER, 2000), levando a uma incapacidade funcional do
membro (MORAES et al., 2000).

De acordo com Soma; Mandelbaum (1995) uma sobrecarga de trabalho sobre o tecido
tendineo leva-o a fadiga, com conseqiiente reagdo inflamatéria com rupturas parciais ou totais
(BENJAMIN et al., 2008). No processo de reparo tecidual ocorre uma perpetuacdo de
acontecimentos que envolvem diversas reacdes de um complexo processo bioldgico, cujo
objetivo principal ¢ o fechamento da lesdo ou o reparo dos tecidos envolvidos (PARIZOTTO,
2003) e, segue uma sucessao de eventos; a) proliferagdo e migracdo de varios tipos celulares;
b) sintese de coldgeno; c) angiogénese para formagao do tecido de granulagdo; d) e por fim,
orientacdo das células do tenddo e fibras de colageno de maneira altamente organizada na
tentativa de restaurar a estrutura e fungao do tendao lesado (MORAES et al., 2000).

Devido a sua baixa vascularidade, oxigenacdo e nutri¢dao, o tecido tendineo possui
baixa capacidade de regeneracdao. No entanto, diversos estudos demonstraram que quando o
tenddo lesado ¢ estimulado por meios biofisicos apropriados este cicatriza adequadamente
(ENWEMEKA; REDDY, 2000). Diferente da maioria dos tecidos moles que necessitam de
sete a 10 dias para cicatrizar, a cicatrizagdo primaria do tenddo leva em torno de seis semanas

para adquirir a resisténcia necessaria para transmitir efetivamente a forga gerada por seu
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musculo homonimo (AUTEFAGE, 1999) e durante esse periodo os tenddes devem ser
protegidos por métodos imobilizadores (RAISER, 2000).

Periodos longos de imobilizagdo levam a multiplas complicacdes como atrofia
muscular, aderéncias teno-cutaneas, alteracdes troficas neurais, osteoartrite, tromboflebite,
necrose de pele, osteoporose e re-ruptura do tenddo (KUSCHNER et al.,, 1991). Essas
complicagdes prejudicam a reabilitagdo motora levando a um atraso da funcdo tendinosa
(HADDAD et al., 1997). Se a cicatrizagdo puder ser acelerada, a duracdo da imobiliza¢do
pode ser reduzida para minimizar seus efeitos deletérios (ENWEMEKA, 1998).

2.1.2.Fase inflamatéria

A inflamagdo ¢ um pré-requisito para que o processo de reparo acontega e a seqiiéncia
inflamatoria inicia-se imediatamente apos a lesdo, sendo uma resposta natural do organismo
ao trauma lesivo e estende-se por trés dias (AUTEFAGE, 1999). O trauma lesivo provoca
ruptura dos vasos sangiiineos, ocorrendo extravasamento de sangue, plasma e fluidos
teciduais para a area lesada (REYNOLDS; WORRELL, 1991).

De acordo com Jozsa et al. (1998), fatores quimiotdticos e vasoativos como a
norepinefrina e serotonina sdo secretados imediatamente apos a lesdo, promovendo a
vasoconstricdo dentro dos primeiros cinco a dez minutos. Simultaneamente, as plaquetas
reinem-se ao redor do epitélio dos vasos lesados e ao colageno exposto, liberando
fosfolipideos que estimulam o mecanismo de coagulacdo, iniciando a formagdo de coagulo e
fibrina (WANG, 1998). Fibrinas e fibronectinas formam ligagdes transversas com o colageno,
0 que resulta em uma ténue estrutura que estanca a hemorragia local e funciona como
resisténcia a for¢as de tensdo durante a fase inicial de reparo (REYNOLDS; WORRELL,
1991).

Independente de sua origem, os tenocitos migram para o sitio de reparo durante as
duas semanas iniciais e produzem colageno e glicosaminoglicanas (GAGs) (JOZSA et al.,
1998). Por volta do terceiro dia pos-lesdo os fibroblastos iniciam a produ¢ao de fibrilas que se
agregam ao acaso no espaco extracelular, isso de certa forma colabora para proteger o tecido
tendineo contra as forcas aplicadas no inicio da cicatrizagdo (ENWEMEKA et al., 1998).

As moléculas de colageno formam ligacdes covalentes entre si, designadas ligacdes
cruzadas, responsaveis pela estabilidade estrutural das fibrilas, determinando a for¢a mecanica
dos tenddes. Tanto o tipo quanto o numero de ligagcdes se modificam com a idade e com a

func¢do do tecido (REED; ZARRO, 1990).



22

A vasodilatacdo seguida da vaconstricdo transiente provoca um aumento na pressao
hidrostatica ¢ no fluxo sangliineo (McILWRAITH, 1994). Com isso, a permeabilidade
vascular aumenta em resposta as reagdes quimicas promovidas pela histamina que ¢ liberada
pelas plaquetas, mastocitos e leucocitos granulares; e pela bradicinina que, além disso,
estimula a liberagdo de prostaglandinas (PG) nas fases mais tardias da inflamacdo. As PGE-1
aumentam a permeabilidade vascular, ja as PGE-2 atraem leucocitos (REED; ZARRO, 1990).

Como conseqiiéncia desse estagio inicial, o plasma ¢ extravasado entrando em contato
com o tecido traumatizado (HIRANUMA et al., 1996). Clinicamente observa-se ao redor da
regido lesada, calor, rubor, dor ¢ edema (REED; ZARRO, 1990). As primeiras células que
migram para o sitio inflamatério sdo os polimorfonucleares. Essas células se originam dos
capilares ainda escoantes e iniciam a ingestao de contaminantes e fragmentos produzidos pelo
ferimento. Esse processo de migra¢do e ingestdo permanece por 24 horas apds a lesdo
(EARLEY, 1981).

Quando as células mononucleares penetram no sitio lesado, cerca de um a dois dias
apds a lesdo, se transformam em macrofagos teciduais e juntos com os linfocitos dao
continuidade a fagocitose (HIRANUMA et al., 1996). Nessa fase, ocorre fagocitose das
células e fragmentos de colageno, iniciando-se a sintese de novo colageno a partir dos
fibroblastos derivados do epitendao, endotendao e dos tecidos adjacentes (REED; ZARRO,
1990: WANG, 1998). Os macréfagos e fibroblastos interagem um com o outro regulando a

fase inflamatoria e o processo de remodelamento da MEC (KAKAR et al., 1998).

2.1.3 Fase neoangiogénica

Segundo Enwemeka et al. (1998), a neoangiogénese inicia-se por anastomoses de
capilares sangiiineos proximos a area lesada, esses por sua vez se projetam para o interior da
lesao formando inimeras ramificagdes e desenvolvendo uma rica rede vascular. Somente 25%
da irrigacdo ¢ de origem muscular ou Ossea, tanto distal como proximal ao tenddo
(BENJAMIN et al., 2008). O paratenddo, bem como o mesotenddao contribuem de maneira
significativa com a irrigacdo sangiiinea (McILWRAITH, 1994). A neovascularizacdo ¢
essencial para que o processo de reparagdo ocorra, pois ela garante um abundante suporte de
O, e nutrientes para a area lesada, removendo o CO, e outros metabdlicos (KAKAR et al.,
1998).

Sdo os varios os componentes dos fluidos da lesdo que promovem a angiogénese

(KAKAR et al., 1998). Dentre eles inclui-se PG, fatores de crescimento macrofagico,
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leucocitos polimorfonucleares (BENJAMIN et al., 2008), linfocitos T e fator de crescimento
epidermal (EGF) (CHANG et al., 1998). Segundo Chan et al. (1997), o fator de crescimento
fibroblastico (FGFB e FGF2) ¢ envolvido na cicatrizacdo por regular a proliferacdo de
fibroblastos e a sintese de colageno, induzir ativadores plasmonogénicos e colagenases no
modelamento do tenddo e facilitar a migracdo e proliferacio de células endoteliais na
angigénese (BENJAMIN et al.,, 2008). Neutrofilos, plaquetas, mondcitos, macrofagos e
linfocitos mantém-se durante toda a fase inflamatéria, juntamente com o sistema imune.
Previamente a sintese de coldgeno, novos vasos sangliineos sdo formados, esta
neovascularizagdo fornece um adequado suporte de O,, assim como assegura a remog¢ao de

CO; e outros metabolitos (CHAN et al., 1997).

2.1.4.Fase proliferativa

Segundo Pereira (1994) a fase proliferativa inicia-se com a chegada dos fibroblastos,
miofibroblastos e células endoteliais na area lesada. A estimulacdo da proliferacdo de
fibroblastos por substancias liberadas através das plaquetas e macrofagos, que promovem seu
crescimento, acompanha a retragdo vascular no processo de reparo tecidual e é responsavel
pela deposi¢ao destes fibroblastos na MEC e sintese de colageno (MAXWELL, 1992). Os
niveis aumentados de lactato estimulam a atividade da prohidroxilase, uma enzima essencial
na sintese de colageno, e sob a condi¢do de hipoxia os fibroblastos produzem um precursor
polipeptideo do colageno (CHANG et al.,, 1998). Contudo a presenga de oxigénio ¢
fundamental para a hidroxilagdo dos aminodacidos lisina e prolina e para a liberagdo do
colageno (CHAN et al., 1997).

A fibroplasia e a fibrilogénese tém inicio poucos dias apods a lesdo; essas etapas da
cicatrizacdo impdem uma tensdo mecanica ao tecido tendineo favorecendo a polimerizagao
das fibras dentro dos feixes de coldgeno (PANOSSIAN et al., 1997). Durante a fase de
proliferacdo alguns fibroblastos adquirem caracteristicas ultra-estruturais, funcionais,
imunolégicas e quimicas que os distinguem dos fibroblastos teciduais ativos; esses
fibroblastos diferenciados chamam-se miofibroblastos e sdo capazes de se contrairem e se
moverem, contribuindo para a contragdo da regido cicatricial, além de secretarem grande
variedade de moléculas como colageno, fibronectina, elastina, acido hialurdnico, GAGs e
mucopolissacarideos (PARIZOTTO, 2003).

A combinagdo de novos capilares, fibroblastos, miofibroblastos e MEC formada por

colageno e outros componentes ndo colagenosos, dao origem a um tecido conjuntivo
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ricamente vascularizado que preenche a 4rea lesada (JOZSA et al., 1998). Esse tecido
conjuntivo frouxo, rico em capilares sangiiineos e contendo leucocitos e matriz celular
formada por fibras coldgenas finas (predominantemente colageno tipo III), acido hialurénico e
moderada quantidade de proteoglicanas recebe o nome de tecido de granulacdo (PEREIRA,
1994).

O deposito de colageno aumenta progressivamente com o tempo atingindo seu pico
por volta do 14° dia apos a lesdo. Paralelamente comeca a ocorrer reducdo da sintese de
glicosaminas, especialmente de acido hialurdnico; neste periodo o colageno tipo I comega a
predominar sobre o colageno tipo III. Ha simultaneas degradagdes de colageno, resultando em
uma grande quantidade de remodelamento, com lise de algumas fibras, agrega¢do e aumento
de novas fibras (ENWEMEKA; REEDY, 2000).

Com o processo de fribrilogénese, as fibras de colageno se tornam progressivamente
mais espessas ¢ numerosas, as células fagocitarias vao desaparecendo e o tecido de
granulagdo passa a ser constituido por um tecido conjuntivo progressivamente mais denso e
menos vascularizado (ENWEMEKA et al., 1998). O tecido cicatricial ainda ¢ dindmico, a
contracdo da cicatriz € continua aproximando ainda mais as bordas da éarea lesada. Segundo
Papler (2001), a contracdo segue uma taxa uniforme aproximada de 0,6 mm a 0,75 mm ao dia
e independe do tipo de ferida, mas depende da nutri¢do tecidual. O colageno existente vai
sendo remodelado progressivamente, ha um aumento das ligagdes cruzadas intermoleculares,
tornando o tecido mais resistente e organizado.

De acordo com Gigante et al. (1996), ha um maior alinhamento das fibras de colageno
no eixo longitudinal do tenddo apdés um periodo de 21 dias de reparo tecidual. A carga
mecanica imposta precocemente ao tecido acelera o alinhamento paralelo e a polimeriza¢ao
das fibras dentro das fibras de coldgeno. Com isso, o processo de alinhamento fibrilar pode-se
iniciar no quarto ou quinto dias apds ruptura ou incisao tendinea (CHAN et al., 1997).

Apo6s o colageno depositar-se na ferida, o ganho de resisténcia continua a aumentar
devido ao entrelacamento e reorientacdo das fibras colagenas ja formadas, na maturagdo: ha
um ganho quase imperceptivel na resisténcia por ao menos dois anos, entretanto, nunca
alcangard a do tendao normal (GIGANTE et al., 1996). As fibras coldgenas adjacentes sao
submetidas a menor tensdo linear que aquelas no tenddo e parecem desaparecer ou ser

substituidas por fibras mais finas e menores (JOHNSTON, 1985).
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2.1.5 Fase de remodelamento

O processo de remodelamento se inicia por volta da segunda semana de cicatrizacdo e
se estende por um periodo de um ano ou mais (JOZSA et al, 1998), sendo este cerca de 30
semanas para uma tenotomia parcial (POSTACCHINI; DE MARTINO, 1980). JOSZA et al
(1998), acreditam que o tendao lesado leva cerca de quatro a doze meses para alcancar uma
forca tensil, porém os mesmos autores relatam que o tecido tendineo lesado conseguird a
morfologia e fun¢do biomecanica de tenddes normais. Na terceira e quarta semanas, quando
predomina a remodelagdo, os fibroblastos e coldgeno proximos ao tendao comegam a
orientar-se paralelamente ao seu eixo longitudinal.

A orientagdo paralela da nova cicatriz ¢ devido ao estresse direcional colocado nos
tecidos. Esse estresse afeta apenas o coldgeno depositado proximo ao tenddo, enquanto a
cicatriz mais afastada permanece desorganizada. Essa diferenga na orientacdo das fibras
colagenas no tecido cicatricial mais novo ¢ definida como remodelagdo secundaria
(GIGANTE et al., 1996). Aproximadamente em oito semanas, a resisténcia do tenddo esta
aumentada e, eventualmente, os fibroblastos tornam-se tenocitos inativos (WANG, 1998).

Nesta fase a cicatriz contém fibras colagenas bem organizadas e o tecido geralmente
muda de predominantemente celular para fibroso, com grande quantidade de fibras colagenas.
Conforme a cicatriz matura a organizagdo das fibras coldgenas dentro do tendado, altera-se
(MANSKLE et al., 1984). H4 um aumento gradual de for¢a préopria da cicatriz € um aumento
da estabilidade das ligacdes moleculares. Durante este periodo havera um continuo
decréscimo da capacidade da cicatriz responder a tratamentos (ENWEMEKA ; SPIELHOLZ,
1992). Alteragdes na arquitetura da cicatriz sdo mais notaveis em situacdes em que o tendao
precisa restabelecer a fun¢do deslizante (MANSKLE et al., 1984).

O aumento da resisténcia do tecido lesado ocorre do remodelamento do coldgeno,
principalmente pelo aumento do colageno tipo I e do aumento das ligagdes cruzadas entre as
moléculas (PEREIRA, 1994). A maturagdo do coldgeno e o realinhamento linear sdo
normalmente vistos por volta do quinto dia ao sexto més ap6s a lesdo; por volta de 60 dias, as
fibras de colageno tipo I sdo compactas e espessas (JOZSA et al., 1998). Quando a cicatriz se
encontra completa, cerca de 3% de seus elementos sdo celulares (fibroblastos,
miofibroblastos, macrofagos) e o restante ¢ coldgeno (ENWEMEKA; SPIELHOLZ, 1992).
Portanto, ¢ plausivel afirmar que a caracteristica funcional acelera a proliferagao fibroblastica,

a fibrilogénese e o remodelamento da MEC, j& que existe uma forte correlagdo entre a forga
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dos tenddes e o numero, tamanho e arranjo das fibras de coldgeno (POSTACCHINI; DE
MARTINO, 1980).

A cicatrizacdo requer imobiliza¢cdo do tenddo por trés semanas apos cirurgia, para que
ele receba suprimento sangiiineo; o processo cicatricial se reorganiza e forma minima cicatriz
ao redor do tendao. O movimento restrito, apds trés semanas, remodela o tecido peritendineo.
E importante ndo romper as aderéncias, mas remodelar a cicatriz. Quando for permitido
movimento ativo apés trés semanas de imobilizacdo, o ganho de resisténcia serd, na quinta

semana, trés vezes maior que na terceira semana (JOHNSTON, 1985).

2.1.6 Terapias tendineas

O tratamento das tendinites pods-trauma cirargico busca controlar o distirbio
circulatorio e a intensidade da inflamacao, porém os resultados nem sempre sdo satisfatdrios
sendo freqiiente a formagdo de aderéncias. Apesar do tratamento com antiinflamatorios
(sistémicos ou locais) demonstrar efeito ainda ndo hd a oferta de um farmaco que resulte na
melhora da qualidade do tecido de reparo, ou mesmo na reducdo do tempo de cicatrizacao
(MACHADO, 1999).

Com a proposta de melhorar a qualidade do tecido de reparo, além da acdo
antiinflamatoria, foi testada a utilizagdo de inje¢des intralesionais de GAGs, dentre eles, o
acido hialurénico e o fumarato de beta-aminopropionitrila (FBAPN) (ASLAN et al., 2008).
Entretanto, resultados de pesquisas controladas ndo confirmaram a eficécia utilizada de GAGs
e do acido hialurénico em lesdes tendineas (KOBAYASHI et al. 1999). As GAGs por sua
vez, tem a¢do no remodelamento de fibras colagenas, com acdo mais eficaz quando associada
ao protocolo de exercicio controlado (ALVES et al., 2001).

Experimentos indicam que a infiltracdo intralesional de fatores de crescimento (TGF-
B1 e IGF-1) apresentou resultados promissores. Estas substincias sdo citocinas liberadas
durante o processo inflamatério de tenddes e demais tecidos, tendo agdo moduladora na
migracao, proliferacdo e sintese celular (KOBAYASHI et al. 1999).

O animal com ruptura ou avulsdo do tenddo calcaneo comum apresenta-se com
claudicacao e pode nao apoiar o membro acometido por alguns dias (PIERMATTEI; FLO,
1999). Os sinais clinicos da lesdo sdo a hiperflexdo tarsica e a hiperflexdo do joelho
(BLOOMBERG, 1993). Em lesdes agudas a extremidade avulsionada do tenddo estara
imediatamente evidente (PIERMATTEI;, FLO, 1999) e, ¢é possivel identificar cada

componente do complexo tendineo e sutura-los individualmente. Entretanto, nas lesdes
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cronicas as extremidades tendineas se retraem, impossibilitando a identificacdo de cada
componente. O complexo ¢ tratado como uma tnica estrutura (FOSSUM et al., 2002).

A cirurgia do tenddo requer detalhado conhecimento da sua anatomia e fisiologia.
Devem-se conhecer, também, as alteracdes patologicas basicas que ocorrem. Uma das razdes
para a natureza complicada da reparagdo tendinea ¢ que o cirurgido estd intervindo com um
tipo de cicatrizagdo especializada, onde deseja que ela ocorra entre as extremidades rompidas,
mas nado entre os tenddes e os tecidos adjacentes (PIERMATTEIL; FLO, 1999). Infelizmente, a
ferida ¢ comum a vérios tipos de tecidos periféricos e a cicatriz pode causar aderéncias que
inibem o movimento do tenddo (RAISER et al., 2000). As aderéncias que se formam fazem
parte do processo, o que resulta na cicatrizagao do tendao e dos tecidos circunjacentes a essa
estrutura, segundo os principios de uma ferida - uma cicatriz (BLOOMBERG, 1993).

Aoki et al (1995) constataram que na tenorrafia, sob um ponto de vista biomecanico, a
resisténcia eldstica do tendao aumentara proporcionalmente ao ntimero de fios que cruzarem a
linha de ruptura e sera incrementada quando for feito apenas um n6 por ponto de sintese e
quando esse for posicionado fora da é4rea de reparacdo. A sutura de Kessler modificada ¢ a
que melhor se apresenta para tenorrafia (BLOOMBERG, 1993; RAISER, 2001), pois atende a
maioria dos requisitos indicados por Aoki et al. (1995).

A técnica mais popular para reparagdao de tenddo inclui uma sutura passando pelo
centro do tenddo, com poliéster trancado 3-0 ou 4-0 e reparagdo do epitenddo com fio
monofilamentar 5-0 ou 6-0 (WANG, 1998). Killingsworth (1993) cita que na regeneragdo do
tenddo deve-se usar um fio com méaximo de didmetro que passe pelo tenddo sem traumatiza-
lo. Na pratica, sao recomendados fios monofilamentares como o nailon e o propileno, pois
suturas com superficie irregular, como o material trancado, a semelhanga do piliéster ou da
poliglactina 910, ou ainda do acido poliglicdlico, desliza com dificuldade entre as fibras,
complicando a aproximag¢do dos segmentos rompidos, quando da tragdo do fio para confecg¢ao
do no.

A importancia das aderéncias na cirurgia em tenddes estd ligada a restauragdo da
funcdo de deslizamento. A preven¢ao de sua formacao ¢ fundamental, mas sua importancia ¢
reduzida em pequenos animais. A abordagem mais pratica para que seja minimizada a
formagdo de aderéncias aos tenddes ¢ o uso de técnica cirtrgica apropriada, mobilizagao
passiva e cuidados pds-operatorios apropriados (BLOOMBERG, 1993).

No pos-operatorio de cirurgias realizadas no tenddo calcaneo, o tarso deve ser
imobilizado em posi¢do semi-estendida durante trés a seis semanas e posteriormente aplicam-

se bandagens por mais uma a trés semanas (BLOOMBERG, 1993; PIERMATTEI; FLO,
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1999). Para imobilizagdo de membro em que se procedeu tenorrafia, tem sido utilizada
imobilizacdo externa com uso de canaletas (RAISER et al., 2001) ou interna com
imobilizagao da articulagdo tarso-tibial por meio de implantes metalicos (RAISER, 2000). O
exercicio € restrito até oito semanas de pds-operatorio, e entdo lentamente aumentado até o
normal em doze semanas (PIERMATTEI; FLO, 1999). O prognostico para recuperacao
funcional ¢ favoravel em caes, exceto nos de grande porte. Pode ocorrer hiperflexdo
insatisfatoria do tarso, devido a falta de imobiliza¢do adequada da articulacdo tibiotarsica, ou
devido ao retorno demasiadamente precoce as atividades normais (BLOOMBERG, 1993).
Nos casos de ruptura tendinea cronica, ap6s trinta dias da les@o, a reconstru¢do do
tecido torna-se dificil devido a retracao das extremidades tendineas e presenca de um tecido
de cicatrizagdo extenso no local da ruptura (ARON, 1996). Nesses casos, segundo Wang
(1998), a reparacao do tenddao pode requerer o uso de enxerto. Assim, varias pesquisas t€ém
sido desenvolvidas no sentido de encontrar um material que seja adequado para reparacao de
tendao lesado. As membranas biologicas, devido a sua facil obtencdao, conservagdo e custo
reduzido, surgiram nos ultimos anos como uma alternativa de material destinado a enxertos.
Raiser et al. (2001), usaram tendao de cdes e Costa neto et al. (1999) empregaram
peritonio de bovino, ambos conservados em glicerina a 98%, para reparagao de tendao
calcaneo comum em caes. Destacam-se ainda o emprego do transplante de fascia lata
autdlogo em tenddo de cdes por Braden (1976), pericardio eqiiino conservado em glicerina a
98% em coelhos por Holzchuh et al. (1990), pericardio bovino tratado pelo glutaraldeido em
ratos por Silvares (1990) e homoenxerto de tenddo extensor digital comum de equinos,
conservado em glicerina a 98%, no membro pélvico esquerdo de poneis (CARDONA, 2006)
Os varios métodos de tratamento de lesdes tendinosas refletem a necessidade de uma
técnica que permita o retorno morfologico e funcional do tenddo (NELLAS et al., 1996). Na
tentativa de contornar problemas diversos como antigenicidade, estocagem e disponibilidade
de implantes tém-se desenvolvido os chamados biomateriais para substitui¢do de tecidos.
Badylak et al. (1995) avaliaram as propriedades remodelantes da submucosa de intestino
delgado de suino como biomaterial para reconstrucdo do tenddo calcineo em caes e
concluiram que a sobrevivéncia de um enxerto depende de sua adequada nutricdo. Como os
tenddes sdo avasculares e seu suprimento sanguineo ¢ oriundo do paratenddo, da jungao
musculo-tendinea e 6steo-tendinea (PAYNE; TOMLINSOM, 1993), enxertos neste local tém
sua sobrevivéncia dependente de tecidos adjacentes (COSTA NETO et al.1999).
Rezende et al. (2001) indicam poliuretano de 6leo de mamona como substituto

temporario do tendao calcaneo comum. O desenvolvimento dos polimeros como biomateriais
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tem contribuido para o sucesso de implantes nos tecidos moles, pois além da
biocompatibilidade podem ser confeccionados sob medida, adaptando-se as propriedades dos
tecidos (SOKOLSKY-PAPKOV et al., 2007). Adicionalmente, os polimeros podem ter forma
fisica variada, como liquida para preencher espaco, fibras para materiais de sutura, filme
(cateter inflavel) e solida para aplicagdes cosmética e mecanica (AWAD et al., 2003). A
descoberta de novos polimeros e copolimeros tem contribuido significativamente para a
evolugdo do campo dos biomateriais na incorporacdo de tecidos organicos (BENOIT et al.,
2006).

O reparo de um tenddo dilacerado ou com um defeito, ¢ um procedimento rotineiro em
cirurgia, mas ainda ndo had um método cirurgico satisfatério para total reparo deste tipo de
lesdo (JIANG et al., 2002). O desenvolvimento de novo tecido tendineo poderia promover
uma nova estratégia para resolver este problema cirtirgico. Como os tenocitos sdo células
altamente diferenciadas, elas t€ém um potencial limitado de replicagdo. O cultivo de tendcitos
in vitro seria uma possibilidade de prover o desenvolvimento de células progenitoras (CP)
para tecidos tendineos (ISODA et al., 2004). Uma nova perspectiva no tratamento das lesdes
esportivas, ainda na fronteira do conhecimento humano, ¢ a possibilidade da utilizacdo da
bioengenharia e das pesquisas com células-troncos (toti ou multipotentes) na reparagdo dos
tecidos do aparelho locomotor (CAPLAN, 1991).

O crescente interesse cientifico est4 relacionado as possibilidades que as CP oferecem
em terapias celulares. Ela representa uma revolu¢do no entendimento dos mecanismos de
reparo e regeneracao tecidual e, mais do que isso, a esperanga para o tratamento e para a cura
de diversas doengas, muitas delas extremamente complexas para o entendimento da ciéncia
biologica até os dias de hoje (DIEBOLD et al., 2000).

As lesdes dos ligamentos, tenddes e cartilagem articular ainda constituem desafios
para a medicina. Embora ja existam modelos do uso de biomateriais para implantacdo de
cultura de condroécitos e fatores de crescimento, ainda em fase de experimentacao clinica, o
maior nimero de estudos ainda estd em fase de experimentagdo animal (SOKOLSKY-
PAPKOV et al., 2007).

O uso de células-tronco mesenquimais (CTMs) para reconstitui¢do de tenddes em
eqiiinos e coelhos j& demonstra a possibilidade real de incremento nas propriedades
mecanicas das estruturas estudadas. A associagdo de moldes de coldgeno, ou biomateriais
similares, as culturas de células adultas, CTMs ou fatores de crescimento sdo possibilidades

reais (BARREIRA, 2005).
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As CTMs da medula 6ssea (MO) sao células que se renovam e possuem miltilinhagens
potenciais que estao presentes no estroma da MO (JIANG et al., 2002; ISODA et al., 2004) e
tétm a propriedade de se diferenciar em tecidos normalmente derivados das camadas
germinativas mesenquimal e ectodérmica (GRONTHOS et al., 2003) e endodérmica (REYES
et al., 2002). Acredita-se ser a terapia celular tendinea com CT uma esperanga para a melhora
da qualidade da cicatrizagao de tecidos como o tendao por possibilitar a diferenciacdo destas
células em fibroblastos que permitem um aumento da proliferacdo celular, da producdo de
colageno e de proteoglicanos que formam a MEC (ASLAN et al.,, 2008). Apesar destes
beneficios, as pesquisas sobre o uso terapéutico das CT vém sendo submetidas a diversos
estudos para que seus resultados sejam comprovados e técnicas melhor estabelecidas
(FAGOT-LARGEAULT, 2004).

Estd provado que CTMs ou estroma podem se diferenciar em tendcitos
(CHAMBERLAIN et al., 2007). Pacini et al. (2007) descrevem o uso clinico de células
indiferenciadas CTMs em lesdes tendineas de eqiiinos e a recuperacao clinica foi significante,
principalmente no quesito habilidade para marcha. Os autores sugerem que uma aplicacdo de
2x10° CTMs autologas e expandidas, sdo suficientes e para proporcionar regeneragio
adequada de lesdo em tendoes e também ¢ um método seguro de tratamento.

Inicialmente era previsto somente a utilizagdo de biomateriais como adjuvante a
regeneracdo de tecido conjuntivo, mas, o advento de técnicas de isolamento e cultura de
células estromais adicionadas a MEC favoreceu a inducdo e condugdo de novas células, sendo
utilizadas recentemente na engenharia de tecidos (OREFFO; TRIFFITT, 1999).

Juncosa-Melvin et al. (2006) utilizaram esponja de coldgeno embebidas em CTMs (1,4
x 10%) autégenas em lesdo tendinea de coelhos. Por duas semanas estimularam diariamente,
durante cinco minutos, por meio de método mecanico, os membros transplantados e,
concluiram que as fibras tendineas mostraram-se histologicamente mais organizadas
comparadas ao grupo que nao recebeu esponja de colagenos embebidas em CTMs. Também
observaram que a utilizacdo de esponja colagena com CT melhora significativamente a
biomecanica do tendao além dos limites funcionais in vivo.

Awad et al. (2003) demonstraram que implantes de biomateriais fabricados a partir de
gel de colageno, semeados com CTMs e implantado in vivo no tenddo patelar de coelhos,
melhorou comparativamente a reparacao biomecanica nos periodos entre a 16* e 26 * semanas
apos cirurgia. Os autores sugerem que a interacdo entre a densidade do coldgeno com as
células proporcionou melhor orientacdo das fibras de coldgeno no desenvolvimento da

regeneragao do tendao.
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Barreira (2005) avaliou os efeitos do implante autélogo de CTMs de MO na
cicatrizagao tendinea, comparando tenddes tratados e nao tratados. Concluiu que a terapia
celular tendinea com CTMs acelerou o processo de cicatrizagdo tecidual. ZUK et al. (2001)
relataram a possibilidade de se extrair as precursoras mesenquimais a partir de tecido adiposo.
Neste caso, o adipocito se diferenciaria em fibroblasto indiferenciado, para depois se
diferenciar em células especializadas, de acordo com o estimulo exdégeno. Com o antincio do
sucesso laboratorial deste método, verificou-se a possibilidade de sua aplicagdo na terapia
tendinea, onde as CTMs seriam estimuladas a diferenciar-se em tenocitos e estes, uma vez
implantados na lesdo, poderia promover uma producao mais intensa de componentes da MEC,
dentre eles o colageno tipo I (GUEST et al., 2008).

A CTM, obtidas principalmente a partir da MO e tecido adiposo, ¢ considerada a CT
mais pléstica encontrada em adultos (ZUK et al., 2001). Atualmente os protocolos utilizados
para sua obtencdo envolvem basicamente o cultivo das células aderentes da MO ou tecido
adiposo em placas plasticas. H4 alguns anos foi descrito um método simples de isolamento e
cultivo de CTMs a partir da MO de camundongos, resultando em populagdes homogéneas,
caracterizadas por imunofenotipagem, e com plasticidade equivalente a das CTMs
convencionais (DA SILVA MEIRELLES et al., 2006). A ocorréncia de CTMs em outros
tecidos tem sido pouco estudada, mais recentemente, investigaram-se a distribuicdo destas
células em tecidos de camundongos normais, verificando que as CTMs ocorrem virtualmente
em todos os tecidos (KRAMPERA et al., 2006).

Segundo Bi et al (2007) aparentemente os tenddes possuem células estromais capazes
de reparar diversos tipos de tecidos danificados, sugerindo novas formas de regeneracao. Ao
invés de exibir propriedades regenerativas associadas somente com CT, os tenddes regeneram
de forma lenta e incompleta. H4 indicios de que uma CT como populacdo reside entre as
fibrilas que formam o colageno e que compdem o tecido muscular que se conecta com o 0sso.
As populacdes de CT adultas encontradas dentro dos tenddes possuem caracteristicas
semelhantes entre os camundongos e humanos e receberam a sigla TSPCs (células-
tronco/célulasprogenitoras do tenddo) que apds cultivadas in vitro, sdo capazes de auto-
renovarem e diferenciarem-se em células mais especializadas. Além disso, enquanto a maior
parte de células estromais sdo suportadas em um nicho compostas em grande parte por outras
células, o nicho para TSPCs que consiste da MEC.

A descoberta do tenddo que pode regenerar células in vivo sugere um potencial

caminho para terapias. Apesar de células estromais da MO mostrarem potencial para formar
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ligamentos, a sua probabilidade de formar osso torna-os arriscados. Um melhor entendimento

dessas células e os TSCPs podem ajudar a superar tais limitagoes.

2.2 Marcadores fluorescentes nanocristais

A nanotecnologia ¢ avanco e integracdo das fronteiras do conhecimento de um
organismo para a fabricacdo e utilizagdo de estruturas funcionais com dimensdes de
bilionésimos de metro, isto €, na escala nanométrica (nano, do grego = diminuto)
(DANESHVAR et al. 2008). Um exemplo é o proprio organismo, onde cada célula animal
possui tamanho tipico de 10.000 nanometros e realiza sua funcdo por meio de mecanismos
nanoscopicos (BORM, 2006). A possibilidade biologica de entender e produzir artefatos e
materiais por meio de principios similares pode mudar completamente os métodos atuais de
fabricacdo de materiais e produtos utilizados em eletronica, aeronautica, agricultura,
farmacologia, biotecnologia, medicina, energia, entre outros € ¢ conhecida atualmente como
nanotecnologia (CLAPP et al., 2004).

A integracdo destes processos pode produzir produtos criativos, chamados pontos
quanticos para o beneficio da medicina como préteses mais eficientes, o6rgaos artificiais e
ferramentas para diagnésticos médicos mais precisos (DU, 2006).

Pontos quanticos sdo semicondutores nanocristais com raio geralmente na escala de 10
a 100 A (MICHALET et al, 2005), cujas propriedades oOpticas sofrem o efeito do
confinamento quantico, capaz de mudar ou controlar completamente o comportamento 6ptico
desses materiais, por meio de medidas de absor¢ao (MARSH et al., 2007). Além das
aplicagdes na 4rea da tecnologia de informacao, os pontos quanticos encontram aplica¢des na
area de biotecnologia, que vem ganhando cada vez mais espago no mercado tecnoldgico
(SUKHANOVA et al. 2002). Um exemplo ¢ a utilizagdo dos pontos quanticos coloidais como
marcadores fluorescentes capazes de localizar proteinas especificas dentro de células (WU ;
BRUCHEZ, 2004).

Na geracdo atual, os marcadores fluorescentes sdo feitos de pequenas moléculas de
corantes, amplamente utilizados, desde a decodificagdo do DNA ao auxilio no diagndstico de
infeccoes (MARSH et al., 2007). Os corantes organicos, entretanto, podem ser toxicos e
sofrer desgaste rapido. Além disso, a geracdo da luminescéncia requer o bombeio da molécula
em ressondncia com alguns de seus niveis eletronicos, o que leva a situacdo tipica em que
cada corante ¢ excitado por fotons em comprimentos de onda diferentes (SZENT-GYORGVI

et al., 2008).
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Os pontos quanticos coloidais, por outro lado, nao sdo téxicos. Sua fluorescéncia
continua ativa por um tempo 100 vezes maior comparado aos corantes organicos (MARSH et
al., 2007). Todos os pontos quanticos podem ser excitados por um Unico laser, permitindo a
observacao de diferentes compostos dentro de uma célula simultaneamente. Podem se ligar as
moléculas misseis, dirigidos a alvos moleculares especificos no interior das células ou seus
nucleos (WU ; BRUCHEZ, 2004).

A 4area de pesquisa e desenvolvimento de nanoestruturas ¢ muito extensa e esta
atividade cresceu explosivamente nos ultimos anos (SZENT-GYORGVI et al., 2008). A
importancia dos sistemas em pontos quanticos pode ser enfatizada através das patentes
produzidas: laser de quantum dot (Qdots) em cascata (AAGAARD ; ROSSI, 2007);
nanocristais funcionais e seu uso em sistemas de deteccao (WU ; BRUCHEZ, 2004); fibras
opticas com pontos quanticos (SUKHANOVA et al. 2002); particulas de tamanho uniforme
(MARSH et al., 2007); sintese de pontos quanticos de calcogeneto de metal (MICHALET,
2005). Ja o espectro de demonstracdes de aplicacdes dos pontos quanticos ¢ imenso na
atividade com materiais biologicos fluorescentes (SZENT-GYORGVI et al., 2008).

A similaridade de escala dos nanopontos e das macromoléculas biologicas (4cidos
nucléicos, proteinas) pode permitir uma integracdo entre a nanotecnologia e a biologia,
levando os avangos sem precedentes no diagndstico de doengas, terapéutica direcionada,
biologia molecular e biologia celular (MARSH et al., 2007). Espera-se que nanocristais
ultrafinos sejam amplamente empregados em biotecnologia e aplicacdes médicas para separar
biomateriais, para identificacdo de substincias através de acdo antigénica, diagnosticos e
transportadores de medicamentos (TSIEN, 1998).

Quando colocados sob uma fonte de luz, os pontos quénticos brilham como sinais de
néon e seu brilho dura até 48 horas depois que foi aplicado o foco de luz (BORM, 2006). Isto
¢ tempo mais do que suficiente para acompanhar um virus ou uma mitose celular ao longo de
um processo bioldgico (ZHANG et al., 2002). A cor emitida pelos pontos quanticos pode ser
alterada controlando-se o seu tamanho. Pontos pequenos emitem luz azul, verde ou amarela e
pontos maiores brilham nas cores laranja, vermelha ou cinza (ROCO, 2005).

Pesquisas que envolvem estruturas nanoscéopicas podem ser utilizadas para iluminar
doengas em animais, com futuras implicacdes para os seres humanos. Conectando um ponto
quantico a uma molécula que se liga a um tipo especifico de cancer, por exemplo, com o
tempo os pontos irdo se acumular no tumor. Quando se acumularem, podera ver o animal
brilhar naquela regido particular (NEVES, 2002). No entanto, ha limitagdes na tecnologia. Por

exemplo, a luz ndo penetra profundamente no organismo, o que tornaria o método vidvel
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apenas para doencas de pele ou muito superficial (ITO et al., 1999). Os pontos quanticos
também tém uma natureza oleosa, o que dificulta sua interagdo com 0s organismos Vivos.
Esses sdo alguns dos desafios que o pesquisador terd de vencer antes de tornar a nova

tecnologia util na pratica (GWINN; VALLYATHAN, 2006).

2.2.1 Quantum dots (Qdots) na biologia celular

Ao longo dos ultimos anos, Qdots tem sido testado em muitas aplicacdes
biotecnoldgicas que usam fluorescéncia, incluindo a tecnologia de ensaios de DNA e
imunofluorescéncia de células de origem animal. Alguns dos primeiros e mais bem-sucedidos
testes t€ém uso de Qdots fixados em imunofluorescéncia para marcacdo de células e tecidos;
imuno-coloracdo da membrana de proteinas (SUKHANOVA et al.,, 2002), microtubulos
(AKERMAN et al, 2002), actina (WU; BRUCHEZ, 2004), de antigenos nucleares
(AKERMAN et al, 2002) e fluorescéncia para hibridiza¢do in situ em cromossomos
(MICHALET et al., 2005).

Qdots tendem a ser mais brilhantes do que corantes devidos os efeitos compostos que
possuem coeficientes de extingdo que sdo de uma ordem de grandeza maior que as da maioria
dos corantes (DANESHVAR et al., 2008), comparavel rendimento quantico, saturagao de
niveis de emissdes e similares (MEDINA et al., 2007). Mas a sua principal vantagem reside
na sua resisténcia a luminescéncia durante longos periodos de tempo (minutos a horas),
permitindo a aquisicdo de imagens que sdo frescas e bem contrastadas (MICHALET et al.,
2005).

CTMs derivadas da MO podem se diferenciar em osteoblastos, condrocitos,
adipdcitos, células musculares ou células nervosas in vitro e in vivo (PARAK et al., 2005).
As CTMs podem ser facilmente obtidas através da aspiragdo de MO e serem utilizadas para
tratamento de regeneragdo de tecidos de origem mesenquimal (AKERMAN et al., 2002). No
entanto, a aspiracdo de um grande volume de medula pode causar danos e dor ao doador.
Assim, ¢ dificil obter um grande ntimero de CTMs exigidas para obter uma regeneracao
adequada de tecidos lesionados. Muitas vezes a expansao das CTMs in vitro ¢ necessaria para
obter um niimero desejado para aplicagdo clinica. Apesar do grande interesse pelas CTMs,
ainda ndo existe protocolos bem definidos de isolamento, marcagdo, caracterizacao,
identificacdo destas células (PARAK et al., 2005). A maior parte dos experimentos tém sido
realizados utilizando a identificacdo das CTMs isolados principalmente da MO e colhidas por

aspiragdo e cultivadas por adesdo ao plastico, como descrito por Friedenstein et al. (1976).
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Pittenger et al. (1999) relataram que apenas uma percentagem (0,0001-0,01%) das
células da MO que sao aspiradas e expandidas em pratos plasticos saio CTMs. O volume
colhido para cultura deve ser de grande quantidade, uma vez que existem inimeras células
ndo aderentes tais como células hematopoéticas que devem ser lavadas e removidas, pois
estas alteram o meio resultando em baixa densidade de cultura de CTMs (GWINN ;
VALLYATHAN, 2006). Quando ocorre baixa densidade de cultura de CTMs, as células nao
proliferam imediatamente, e, exigem muito tempo para se desenvolver em colonias. As
culturas de baixa densidade ndo sdo eficientes para proliferacdo celular porque o crescimento
de fatores incluindo autocrinos e paracrinos desempenham papel importante no crescimento
célular (LUCCARDINI et al., 2007).

Stephens ; Allan (2003) desenvolveram um método para produzir cultura em alta
densidade utilizando nanoparticulas magnéticas para promover expansdo das CTMs. As
particulas magnéticas variam em tamanho de nanometros a micrometros e tém sido usadas em
um numero crescente de aplicagdes médicas e biologicas. A Uinica caracteristica das particulas
magnéticas € a sua reag¢do a for¢a magnética que ¢ atraida por alta densidade e esse recurso ¢
utilizado para realizar a bioseparacdo, incluindo células de triagem. Neste estudo, as forgas
magnéticas foram usadas para mover as CTMs marcadas com nanoparticulas e mantidas in
situ para cultiva-los em alta densidade. Foi investigada a aplicabilidade e a proliferagdo
celular in vitro durante 17 dias em média com inducdo osteogénica. As CTMs
magneticamente marcados por nanoparticulas foram enriquecidas usando imas resultando em
uma densidade muito mais elevada do que a utilizada em cultura (densidade cultivada, 18
cels.cm?). Quando CTMs foram semeados em alta densidade usando nanoparticulas, houve
um aumento de cinco vezes o nimero das células, comparativamente a cultura preparada sem
nanoparticulas.

Fundamentalmente nanocristais fluor6foros absorvem fotons de luz e reemitem com um
comprimento de onda diferente. Essas particulas provéem luminosidade e fluorescéncia
fotoestavel que podem ser observadas por horas em tecidos marcados e ainda podem ser
arquivados permanentemente e, sdo capazes de marcar quase todos os tipos de material de
interesse bioldgico (PARAK et al, 2005). Segundo Donaldson et al. (2007) nanocristais
fluorescentes podem ser localizados por pelo menos quatro geracdes celulares, e algumas
células permanecem marcadas por até duas semanas.

Resultados como estes sugerem que esse novo método de cultura usando
nanoparticulas magnéticas pode ser utilizado de forma eficiente e segura para expandir CTMs

para a aplicacdo clinica (GWINN ; VALLYATHAN, 2006). As CT sao identificadas
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principalmente através de marcadores de superficie (KIRSCHSTEIN, 2001), e essas
ferramentas novas de diagnostico celular que incluem pontos quanticos (Qdots) magnéticos
caracterizados por alta fotoestabilidade (densidade) e a excitagdo de um unico comprimento
de onda podera ser utilizado futuramente em todos os diagnodsticos celulares (HASSAN et al.,
2006).

A favor desta tecnologia esta a promessa para a engenharia tecidual (AAGAARD;
ROSSI, 2007) e esta revolugdo ird produzir mudangas e efeitos positivos na satide (ROCO,
2005). O refor¢o da resisténcia, durabilidade, flexibilidade, desempenho e imitével
propriedade associadas a estas matérias tem sido explorada para prognésticos € monitoragao
visual da terapéutica. Com estas aplicagdes, sem precedentes, ¢ provavel a aplicagdo de
nanoparticulas em seres humanos (BAKER; MAUCK, 2007).

As sondas fluorescentes bioldgicas sao utilizadas devido as suas qualidades inertes e a
capacidade de interagir sem perda de sensibilidade em uma variedade de reacdes celulares.
No entanto, existem limitagdes intrinsecas com varios corantes organicos. A gama dinamica
de nanoparticulas, com didmetros inferiores a 100 nm, com sondas associadas as moléculas de
peptideos, anticorpos, ou acidos nucléicos para detec¢do de reacdo celular os torna
ferramentas ideais para exibir a quantificagdo de reagdes moleculares in vivo (GWINN;
VALLYATHAN, 2006).

Um ntmero crescente de estudos sobre diagnostico de detecgdo molecular tem sido
publicado. Em estudos sobre fibroblastos utilizando camundongos, Wu ; Bruchez (2004)
mostraram que as nanoparticulas foram mais fluorescentes que os marcadores fluoréforos
convencionais. Wu et al. (2003) observaram que o Qdot com base imunofluorescente foi mais
eficiente que marcadores de superficie celular e tém grande eficiéncia para marcacdo de
citoesqueleto, ntcleo e outras organelas intracelulares. Eles também demonstraram que
pontos quanticos coloidais bioconjugados foram valiosos para monitoragdo e imagiologia do
DNA in vivo.

No Hospital Veterinario da UFSM e em pesquisas experimentais com a fracdo total de
cé¢lulas mononucleares (FTCM), da MO tem sido observado um pronunciado efeito
imunofluorescente no botdo celular (TOGNOLI, 2008; OLIVEIRA, 2008), apdés o
processamento da medula, marcacdo e incubacao destas, a uma temperatura de 37°C e em
bidpsias teciduais de osso, tenddo e cornea, nos tempos cicatriciais de sete, quatorze, vinte um
e trinta dias, através de imprint. Esta imunoflorescéncia permitiu a confirmacdo ¢ a
quantificagdo de células mononucleares, entre elas as CT, antes da aplicagdo no tecido

desejado e apos, através de microscopia fluorescente indicando a presenca de células
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mononucleares em mitose no tecido em fase de evolugdo cicatricial. Embora os estudos
experimentais estejam em fase inicial, os grupos de pesquisas da UFSM indicam a utilizagdo
de marcadores fluorescentes nanocristais quantum dots para rastrear o destino das células
implantadas em tecidos com diversos graus de vascularizagdo sem comprometer a viabilidade

celular e o potencial de diferenciagao.

2.3 Comité de Etica em Pesquisas com Animais

Estes estudos foram submetidos a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com
animais da UFSM de acordo com os principios ¢éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), julgado e aprovado no processo numero

23081.010242/2007-39.



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Modelo Experimental
3.1.1 Periodo prévio de adaptacéo

Para o experimento foram utilizados 36 caes higidos, de ambos os sexos, sem raga
definida (s.r.d.), com idades estimadas entre um e dois anos, pesando ao redor de 10 kg,
provenientes do Biotério Central da UFSM. Previamente ao experimento os animais foram
medicados contra endoparasitas e ectoparasitas e, submetidos aos exames fisicos, clinicos,
hematologicos para a certificagdo da obtengdo de animais higidos. Os cdes passaram por um
periodo de adaptagdo ao convivio humano, ambiental e alimentar de 30 dias. Foram utilizados
para o experimento os animais que se encontraram em estado de normalidade em todos os
parametros que foram avaliados. Os animais considerados aptos foram mantidos em canis
climatizados apropriados, com cuidados individuais, recebendo agua e ragdo comercial ad

libitum até o final do experimento.

3.1.2 Grupos experimentais

Os 36 caes foram distribuidos de forma randomizada em quatro grupos experimentais
com nove caes, correspondendo a um tratamento de acordo com o modo de aplicagdo de MEC
e terapia celular. Cada grupo de nove animais foi subdividido em trés grupos: a, b, ¢ de
acordo com o tempo de avaliagdo citoldgica e bidpsia histologica.

Os grupos foram denominados conforme o seguinte delineamento:

Grupo I (GI) — animais que sofreram tenectomia do tenddo calcaneo comum no
membro pélvico direito (MPD), retirando-se 1 cm da regido média do tenddo, preservando-se
o paratenddo. No defeito cirirgico os animais serdo tratados com a FTCM autogenas colhidas
da MO, marcadas com nanocristal quantum dot (Qtraker 655®) e injetadas na MEC de
esponja de colageno hidrolizada e liofilizada (Hemospon®) e envolvidas pelo paratenddo do
proprio membro. Grupos de trés animais foram avaliados por imprint citologico, imprint
fluorescente e bidpsia histologica aos sete (Gla), quatorze (GIb) e trinta dias (Glc).

Grupo II (GII) — animais que sofreram tenectomia do tenddo calcaneo comum do
MPD, retirando-se 1 cm da regido média do tenddo, preservando-se o paratenddo. No defeito

cirargico os animais foram tratados com a FTCM autdgenas colhidas da MO, marcadas com
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nanocristal quantum dot (Qtraker 655®) e injetadas diretamente dentro do paratenddao do
membro, envolvendo a lesdo cirargica. Grupos de trés animais foram avaliados por imprint
citologico, imprint fluorescente e biopsia histologica aos sete (Glla), quatorze (GIIb) e trinta
dias (GIIc).

Grupo III (GIII) — animais que sofreram tenectomia do tenddo calcaneo comum do
MPD, retirando-se 1 cm da regido média do tenddo, preservando-se o paratenddo. No defeito
cirargico os animais foram tratados somente com MEC de esponja de colageno hidrolizada e
liofilizada (Hemospon®), marcadas com nanocristal quantum dot (Qtraker 655®) e
envolvidos pelo paratenddo do proprio membro. Grupos de trés animais foram avaliados por
imprint citologico, imprint fluorescente e biodpsia histologica aos sete (Gllla), quatorze (GIIIb)
e trinta dias (GIIIc).

Grupo IV (GIV) — animais que sofreram tenectomia do tenddo calcineo comum do
MPD, retirando-se 1 cm da regido média do tendao, preservando-se o paratendiao. No defeito
cirirgico os animais foram tratados somente com solucdo salina 0,9% marcadas com
nanocristal quantum dot (Qtraker 655®). Grupos de trés animais foram avaliados por imprint
citologico, imprint fluorescente e biopsia histologica aos sete (GIVa), quatorze (GIVD) e trinta
dias (GIVc).

3.1.3 Colheita de sangue para autotransfuséo

Antecedendo trés dias da data de colheita de células da MO e do transplante trans-
operatorio das células mononucleares, todos os animais (GI, GII, GIII, GIV) foram
submetidos a colheita de sangue periférico pela venopuncao da veia jugular do lado direito,
num total de 10 ml kg™ de sangue periférico, com auxilio de agulha hipodérmica descartavel
(25x7mm), apds tricotomia e anti-sepsia local, utilizando-se o método gravitacional, com
homogeinizacdo mecanica suave do sangue durante o procedimento. O tempo de colheita
variou entre 5 a 10 minutos. O sangue colhido foi utilizado para autotransfusdo peri-
operatéria durante a colheita de MO, em todos os animais. Esse sangue colhido ficou
armazenado em bolsas de transfusdo sangiiinea de pléstico, devidamente datada e identificada,
de acordo com a numeracao do préprio animal de cada grupo, contendo 14 ml de CPDA
(citrato de sodio, fosfato, dextrose e adenina), e refrigerado em geladeira comum a uma

temperatura de 4°C até sua utilizacdo no trans-operatério.
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3.1.4 Colheita da FTCM da MO

Previamente a anestesia, no momento determinado pré-colheita de MO, colheu-se da
veia jugular esquerda de cada animal, 2 ml de sangue periférico para andlise das varidveis
hemaécias (He), hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), leucocitos (Leu) e proteina plasmatica
(PP). Apo6s todos os procedimentos de tricotomia da area lombar da crista iliaca até os coxins
plantares do MPD, os animais foram anestesiados. O pré-operatorio constou de jejum
alimentar de 12 horas e hidrico de seis horas. A medicagdo pré-anestésica foi feita com de
acepromazina (0,05 mg kg™) e fentanil (0,002 mg.kg™) aplicadas por via intra-muscular (IM).
A anestesia epidural foi realizada com morfina (0,1 mg.kg™), lidocaina 2% (0,25 mg kg') e
bupivacaina 0,25% (0,25 mg kg™). Realizou-se a indugdo anestésica com propofol (4 mg kg™)
pela via endoflébica e, como manutencao anestésica utilizou-se anestesia geral inalatéria com
halotano vaporizado em oxigénio a 100%, administrado em circuito semi-fechado. Para a
profilaxia antimicrobiana trans-operatéria foi utilizado cefalotina (30 mg kg™) por via
intravenosa (IV) e, para analgesia foi administrado parecoxib sodico (2 mg kg'l) Iv).

Durante todo o procedimento, foi administrada solug¢do fisiologica 0,9% em
gotejamento venoso de 10 a 15 ml kg'h” e, com auxilio de um oximetro de pulso foi
monitorada a perfusao capilar e pressao arterial por meio de um sensor conectado a lingua do
paciente, enquanto um aparelho de eletrocardiograma monitorou o ritmo cardiaco.

Os animais foram colocados em decubito lateral direito e submetidos a colheita de
sangue da MO. As amostras foram obtidas por puncao rotacional e aspiracdo com o auxilio de
agulha do tipo Steis (15 G X 3”) (Figura 1A). O local da puncao foi realizada na fossa
trocantérica do MPD (Figura 1C). A colheita foi realizada com seringas de 20 ml previamente
heparinizadas com liquemine (10.000 UI) (Figura 1B). Para penetrar no espaco medular dos
ossos foi aplicada uma pressdo manual, moderada a agulha, girado-a e alternando os
movimentos para direita e esquerda (Figura 1B). Por meio de uma pressdao negativa na
seringa, foi colhida a MO dos ossos na quantidade total necessaria de 10 ml kg”'. A medula
foi colhida e transferida para a bolsa de colheita de MO, Kit Collection Bone Marrow®
(Figura 2A), contendo 0,1 ml de liquemine e 10 ml de solugdo salina 0,9% para cada 100 ml
de MO. No momento em que se colheu metade do volume de MO desejado, chamado de
trans, foi colhido novamente 2 ml de sangue periférico da veia jugular, para analise das He,
Hb, Ht, Leu, PP. Em seguida os animais receberam autotransfusao.

Finalizando a colheita, o total de sangue intramedular colhido passou pelo pré-filtro de

500 microns e pelo filtro de 200 microns acoplados em linha, no kit collection, para filtragem
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das espiculas Osseas (Figura 2B e 2C) e acondicionadas em bolsa de transporte estéril (Figura
2D).

No momento da colheita, uma aliquota de 1 ml de MO foi dividida em duas fra¢des de
0,5 ml e encaminhadas para o LACVET para contagem manual da porcentagem de células
nucleadas totais e teste de viabilidade celular com o corante vital azul de Trypan em lamina
de microscopia (Figura 4), sendo considerada aceitavel uma viabilidade >90%. A outra fracdo
de 0,5 ml foi usada para confeccdo de esfregacos em laminas microscopicas para exame de
mielograma (osteomielograma) e analise morfologica das células da MO. Foram
confeccionadas 10 laminas por amostra e coradas com Kit panético rapido (alcool fixador -
corante eosinofilico — corante basofilico). Apds o término da colheita de MO e da
autotransfusdo sangiiinea e, 96 horas ap6s a colheita de MO, foram colhidos 2 ml de sangue

periférico da veia jugular de cada animal para analise morfométrica de He, Hb, Ht, Leu e PP.
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Figura 1- Colheita de medula 6ssea aspirada. A) Agulha ergondmica reutilizavel do tipo
Steis (15 G X 3”), de ago inoxidavel, utilizada para colher grande quantidade
de medula 6ssea com mandril interno de 2 mm e conector luer-lock para
acoplar uma seringa. B) Amostras de medula oOssea obtidas por puncio
rotacional e aspiragdo com auxilio de seringas de 20 ml heparinizadas. Notar a
introdug@o da agulha anatdmica na fossa trocantérica do osso femoral no MPD.
C) Local exato de introdugdo da agulha Steis na fossa trocantérica no MPD
representada por imagem radiografica.
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Figura 2- Descricdo do Kit de medula ¢ssea para colheita, filtragdo e
armazenamento. A) Bolsa de colheita de MO Kit Collection Bone
Marrow (seta). B e C) Pré-filtros flexiveis de 500 microns e 200
microns (seta) acoplados em linha por onde a MO ¢ filtrada antes de
ser armazenada. D) Bolsa de transporte e acondiconamento de MO,
estéril e ermeticamente fechada com hemostato, forrado com protetor
de extremidades (seta). Notar que o transporte da medula Ossea ¢
efetuado em caixa de isopor fechada para impedir a variagdo da
temperatura ambiente.
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3.1.5 Obtencéo de soro autologo

Foram colhidos 7 ml de sangue periférico da veia jugular (n=36), no momento pds da
colheita de medula 6ssea, que foram colocados em tubos de bioquimica de vidro, sem anti-
coagulante, com capacidade para 15 ml, previamente esterilizado em autoclave, a 121°C por
15 minutos, fechado de forma hermética e enviado ao LACVET, para obtengdo de soro
autologo individual. O sangue colhido foi colocado em banho Maria a 37° C por 10 minutos
para obter melhor retragdo do codgulo sangiiineo e centrifugado a 1800 rotacdes por minuto
(rpm) (495 X G), por 6 minutos. Em seguida foi encaminhado ao laboratério de isolamento de

células mononucleares.

3.1.6 Quantificacdo manual das células nucleadas (CN) totais e viabilidade celular

do sangue da MO

Uma amostra de 0,5 ml do material recebido da MO ap6s colheita foi transferido para
ependorfes estéreis; 0,1ml do sangue foram diluidos e contados manualmente em ldmina de
Neubauer. O valor obtido foi multiplicado pela quantidade total de sangue colhido da MO (10

ml kg™) dividido pelo peso do animal.

N = X (células nucleadas contadas) x V (volume da amostra total)

P (Peso do receptor)

N= ntimero total de células nucleadas por kg do animal
X= namero de células nucleadas contadas manualmente
V= volume da amostra total da medula colhida do animal

P= peso do receptor
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3.1.7 Isolamento da FTCM da MO

A MO colhida (10 ml.kg™) foi separada em tubos Falcon de 50 ml, centrifugada a 1600
rpm (440 X G) e isolada em gradiente de densidade Histopaque® 1.077, de acordo com a
técnica de Boyum modificada (Figura 3A). O halo contendo a FTCM foi colhido com pipeta
automatica (Figura 3B), lavada em solugdo salina 0,9% e DMEM com glicose a 2% estéril,
para novamente serem centrifugadas por cinco minutos com intuito de remover os agregados
celulares e novamente lavadas em solucdo salina 0,9% ¢ DMEM com glicose a 2% estéril,
obtendo o produto final o botdo celular padronizado em 500 pl (Figura 3C). Uma pequena
fracao (70 ul) de CM suspensas foi colhida com pipeta automatica para quantificagio manual
da porcentagem de células mononucleares, e teste de viabilidade celular com azul de Trypan
1% em lamina de Neubauer, sendo considerada aceitavel uma viabilidade acima de 90%. O
restante do botdo (430 uL) contendo a FTCM foi marcado com nanocristal quantum dot

(Qtraker 655®) e incubado para posterior aplicacao terapéutica.
3.1.8 Teste de viabilidade das células mononucleares da MO

Para determinar a viabilidade celular das CM, em um tubo de hemolise individual foi
colocado 50ul da FTCM e 50 pL de corante azul de Trypan 1% e submetido a
homogeneizagdo. Uma gota dessa mistura foi transferida para uma lamina de Neubauer para a
leitura em microscopia de luz (Figura 4). As células de coloracdo azul foram descartadas da

quantificagdo por serem consideradas inviaveis.
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Figura 3- Técnica de isolamento da FTCM da medula 6ssea. A) Isolamento das
CM por gradiente de densidade Histopaque 1.007. Notar a separagao
dos meios por diferenca de densidade (seta). B) Halo de células
mononucleares (seta) obtidos apos centrifugagdo durante 30 minutos.
C) Botao celular final, de coloragdo esbranquicada, contendo a FTCM
da MO (seta).

3.1. Periodo trans-operatorio para transplante da FTCM e MEC de colageno

Apo6s tenectomia do tendao calcaneo direito, os animais do grupo GI receberam MEC
de colageno hidrolizado e liofilizado (Hemospon®) embebidos na FTCM autogenas (Figura
5C), marcadas com nanocristal. Em seguida os planos abordados foram reconstituidos com
pontos simples isolados utilizando fio monondilon 4-0.

Os animais do grupo GII receberam a injecdo contendo 1,5 ml da FTCM com soro
autologo, marcadas com nanocristal que foi injetada no interior do paratendao ja suturado. Em

seguida os planos abordados foram reconstituidos com pontos simples isolados utilizando fio
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monondilon 4-0.

Os animais do grupo GIII receberam MEC de coldgeno hidrolizado e liofilizado
embebidos com 1,5 ml de soro autélogo marcado com nanocristal, introduzidos dentro do
paratenddo e posteriormente suturado. Em seguida os planos abordados foram reconstituidos
com pontos simples isolados utilizando fio mononéilon 4-0.

Nos animais do GIV foi injetada 1,5 ml de solugdo fisiologica 0,9% marcadas com
nanocristal dentro do paratenddo ja suturado. Em seguida os planos abordados foram

reconstituidos com pontos simples isolados utilizando fio mononéailon 4-0.

Figura 4- Leitura da viabilidade celular com corante azul de Trypan, em
lamina de Neubauer observada em microscopica Optica. Células
claras - viaveis (seta clara). Células escuras - inviaveis (seta escura).
(Ampliagdo da objetiva 40x).
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3.1.10 Marcacgao da FTCM da MO com nanocristal quantum dot

Grupos GI e GII: ap6s o processamento e isolamento da FTCM da MO, foi colocado
em um ependorf estéril o marcador fluorescente nanocristal Qtracker 655®. Misturou-se 1ul
de reagente fluorescente A (vermelho) e 1ul de reagente florescente B (incolor). Esta mistura
ficou incubando em temperatura ambiente por cinco minutos e apos, foi adicionada a FTCM
da MO e submetidos a agitacdo em vortex por 30 segundos. Essa mistura foi incubada por 45
minutos a 37° C para ocorrer a endocitose celular. Apds a incubagdo, retiraram-se com uma
pipeta automatica 30ul do botdo celular marcado que foi encaminhado ao Laboratorio de
Virologia para andlise qualitativa da fluorescéncia das células mononucleares presentes no
botdo celular. A solucdo com a FTCM acondicionada no ependorf contendo o nanocristal
quantum dot foi diluida em 1,5 ml de soro autdlogo e encaminhado ao LACE para ser
injetado na MEC de colageno ou no interior do paratendao, no local da lesdo cirurgica.

Grupo GIII: em um ependorf estéril foi colocado o marcador fluorescente nanocristal
Qtracker 655®: misturou-se 1ul de reagente fluorescente A (vermelho) e 1pl de reagente
florescente B (incolor). Esta mistura ficou incubando em temperatura ambiente por cinco
minutos e foi diluido em 1,5ml soro aut6élogo. Essa mistura foi incubada por 45 minutos a
37°C e retiraram-se com uma pipeta automatica 30ul da solugdo marcada e encaminhada ao
Laboratorio de Virologia para analise qualitativa da fluorescéncia. O restante da solugao
contendo soro autdlogo marcado foi encaminhado ao LACE para ser injetado, no MEC de
colageno e introduzido no local da lesdo tendinea, criada experimentalmente no ato da
intervengao cirargica.

Grupo IV: em um ependorf estéril foi colocado o marcador fluorescente nanocristal
Qtracker 655®: misturou-se 1ul de reagente fluorescente A (vermelho) e 1l de reagente
florescente B (incolor). Esta mistura ficou incubando em temperatura ambiente por cinco
minutos e foi diluido em 1,5 ml de solucdo salina 0,9%. Essa mistura foi incubada por 45
minutos a 37°C e retiraram-se com uma pipeta automdtica 30ul da solugcdo marcada e
encaminhada ao Laboratdrio de Virologia para andlise qualitativa da fluorescéncia. O restante
da solug¢do foi encaminhado ao LACE para ser injetada dentro do paratenddo, no local da

lesdo tendinea, criada experimentalmente no ato da intervengao cirurgica.
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3.1.11 Procedimento Cirurgico

3.1.11.1 Periodo pré e trans-operatério

Os animais j& estavam recuperados da anestesia para colheita de MO ocorrido hd uma
hora e meio antes e¢ foram novamente anestesiados conforme protocolo descrito
anteriormente.

Ap6s todos os procedimentos para cirurgia asséptica, cada animal sofreu tenectomia
parcial do tenddo calcaneo comum direito (Figura 5A). Para acesso ao tenddo foi realizada
uma abordagem pela face media por incisdo de pele e tecido subcutaneo, até a exposicao do
tendao, preservando o paratenddo. O tendao calcaneo exposto, reparado com duas agulhas
hipodérmicas, foi seccionado proximal e distalmente, em uma 4rea medial a exposi¢do e, o
segmento retirado foi de aproximadamente 1 cm” medido com régua calibrada estéril
anteriormente a incisao.

Em seguida, a tenectomia foi realizada com auxilio de duas agulhas hipodérmicas
introduzidas transversalmente para facilitar a sustentacdo das extremidades dos cotos
remanescentes do tenddo que foram alinhados para tenorrafia primaria. As suturas do tendao
foram feitas com fio de monondilon 3-0, pela técnica de Kessler modificada (KESSLER ;
NISSIM, 1969). Suas extremidades ndo foram aproximadas, ficando um espago entre elas de
1 cm preenchida pelo fio mononailon 3-0 e por um fragmento de esponja hemostatica de
colageno hidrolisado liofilizada (Hemospon®), medindo I1xI1x1 cm, nos grupos GI e GIII
(5B), fazendo a ponte de unido entre os cotos das extremidades que foi envolvido pelo
paratendao preservado. Nos grupos GII e GIV, apos a tenectomia, os cotos remanescentes
foram alinhados para tenorrafia priméria somente pelo fio mononailon 3-0 e envolvidos pelo
paratendao preservado. A sintese do paratenddo em todos os grupos foi realizada com pontos

simples continuos e fio absorvivel sintético Vicryl® (poliglactina 910) numero 4-0.
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Figura 5- Intervencao cirtrgica do tendao calcaneo do MPD de caes para implante
de esponja de coldgeno (MEC), embebida com células mononucleares da
medula 6ssea. A) Tenectomia parcial do tenddo calcaneo comum do
MPD, com extremidades ancoradas com agulhas hipodérmicas (seta). B)
Esponja hemostatica de colageno hidrolizada e liofilizada (Hemospon®)
medindo 1x1x1 cm, pesando 10 mg (seta). C) Esponja hemostatica de
colageno hidrolizada e liofilizada embebidas na FTCM autégena da MO
(seta) antes de ser implantado na falha cirurgica.

3.1.12 Imobilizagéo da articulagéo tibio-tarsiana

A articulacdo tibio-tarsiana (GI, GII, GIII, GIV) foi imobilizada com um pino de
Steinmann de didmetro 2 mm (SCHMITT et al., 1993). Este pino foi introduzido de forma
normoégrada fechada, intra-articular, por meio do calcaneo e alojado no canal medular da tibia.
Ao final da introducdo (dois ter¢os do canal medular da tibia), o pino foi dobrado e cortado.
Esta dobra foi acomodadano tecido subcutineo para minimizar a contaminagdo e a
articulagcdo permaneceu imobilizada pelo periodo determinado a cada grupo entre 7, 14 ¢ 30

dias e foram submetidos a caminhadas com guia trés vezes ao dia em terreno plano.
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3.1 13 Analgesia pés-operatoria

No poés-operatorio imediato foi administrada morfina (0,1 mg kg™') por via epidural
entre L7 e S1 para potencializar a analgesia. Apos a intervenc¢ao todos os animais receberam

analgesia com parecoxib sédico (2 mg kg™") SID , durante trés dias consecutivos

3.1.14 Estudo clinico

A avaliacdo clinica iniciou no pos-operatdrio imediato e continuou diariamente até o
final do experimento e, semanalmente receberam notas graduadas de acordo com o grau de
deambulagdo. Foi estimada a recuperagdo do uso funcional do membro pélvico direito,
mediante cinco graus, de acordo com as caracteristicas de deambulagdo, em graus

correspondentes pela tabela modificada de Tudury ; Raiser (1985) conforme. Quadro 1.



Quadro 1 — Caracteristicas da deambulagdo, em graus correspondentes, para avaliagao
clinica pos-operatoria de caes submetidos a terapia da tenectomia aguda
com MEC de coldgeno liofilizada e hidrolizada e transplante de células
mononucleares da medula 6ssea.
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GRAU DESCRICAO

I ndo usa nem apoia 0s membros

II uso e apoio infreqiientes dos membros durante estagdo e
ao caminhar deitando-se com freqiiéncia. Nao sustenta o peso
no (s) membros(s) afetados(s) elevando-os ao correr
(carrinho anterior)

11T uso claudicante do(s) membros(s) na estagdo ¢ ao caminhar.
sustentacdo parcial do peso, elevando o(s) membro(s) ao correr

v caminha sem claudicar e posiciona-se normal em estagao.
claudica ao correr sem elevar o(s) membro(s)

\Y uso funcional do membro

Tudury; Raiser (2000)

3.1.15 Estudo histologico e citoldgico

Para a obtencdo das amostras para imprints e biopsia tecidual, os animais foram

anestesiados conforme o protocolo descrito inicialmente e submetidos a cirurgia asséptica.

No momento da exposi¢do do tenddo, foi retirado um fragmento que acolhesse ambos os

cotos tenectomizados de cada animal. O fragmento colhido foi colocado em placa de Petri e

com uma lamina de bisturi numero 10, foi seccionado em quatro outros fragmentos no sentido

longitudinal e transversal. Com uma pinga anatdmica, estes fragmentos foram pressionados

contra as laminas, perfazendo um total de 10 laminas por amostra ¢ encaminhados para
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coloragdo com Kit panotico rapido e submetidos a leitura em microscopia optica. Em seguida,
foram colocados 5 ml de solugdo fisioldgica 0,9% na placa de Petri onde os fragmentos
ficaram hidratando por 20 minutos. Apds, todos os fragmentos foram novamente seccionados
em duas extremidades no sentido longitudinal e foram pressionados manualmente em novas
laminas de vidro estéreis.

De todas as amostras colhidas foram confeccionadas cinco laminas e observadas em
microscopia de luz fluorescente de iluminagdo continua para visibilizar a presenga de células
mononucleares refletidas. As células que emitiram luz fluorescente foram avaliadas por
estudos qualitativos.

As amostras fragmentadas colhidos foram identificadas e fixadas em formalina a 10%,
pH 7,2, por 24 horas, processadas segundo as técnicas rotineiras de laboratdrio pelo método
Hematoxilina e Eosina (HE). Os cortes histoldgicos foram feitos com espessura de 5 pu, com
cortes distanciados entre si no minimo a cada 50 p, e examinadas ao microscopio Optico nos
aumentos 100X, 200X e 400X (LUNA, 1968; PROPHET et al., 1994) para observar a
evolucdo do processo cicatricial, guiadas pela presencga de células fibroblasticas, colagenosas,
neoangiogénese e, a presen¢a de inflamacgdo, guiados pela presenca de hemadcias, coagulos,
fibrina, células polimorfonucleares- PMN e mononucleares ).

ApoOs a obtencdo das amostras dos tenddes, os cotos remanescentes foram alinhados
para tenorrafia primdaria, permanecendo um espago entre os cotos proximal e distal. As
anastomoses foram realizadas com fio de monondilon 3-0, pela técnica de Kessler modificada
preenchendo os espagos entre as extremidades dos cotos proximal e distal. Os planos
abordados foram reconstituidos com mononailon 3-0. A articulacao tibio-tarsiana (GI, GII,
GIII, GIV) permaneceu imobilizada com pino Steinmann de didmetro 2 mm até completarem
30 dias de avaliacdo do pds operatorio, tempo previsto para retirada do pino e doacdo dos

animais.

3.1.17 Anélise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo sdo apresentados em anexo no formato de
média e desvio-padrao. As analises estatisticas foram conduzidas a partir dos dados de todos
os animais incluidos nos grupos estudados. A comparagdo entre as leituras nos diferentes
tempos para as variaveis: numero de hemadcias, nimero de leucocitos, hematdcrito,
concentragdo de proteina plasmatica e concentracdo de hemoglobina, foi efetuada pelo do

teste T de Hotelling (LITTEL et al., 1991), usando-se o procedimento GLM (General Linear
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Models) do software computacional estatistico SAS® (Statistical Analysis System, 2003).
Para atenderem-se as pressuposi¢des teoricas implicitas do referido teste, houve necessidade
de se transformar as varidveis nimero de hemacias e niimero de leucécitos elevando-se os
seus valores a poténcia 2 (transformacdo raiz quadrada), conforme sugerido pela andlise
descritiva dos dados. Porém, os resultados sdo apresentados na escala original destas
variaveis. As comparagdes entre grupos, dentro de cada tempo (7, 14 e 30 dias) referente aos
escores de deambulagdo foram testadas por meio de contrastes de médias por meio de um
modelo linear generalizado para dados multinomiais (DOBSON, 2002), com fungdo de
ligacdo cumlogit utilizando-se o procedimento GENMOD (Generalized Linear Models) do
SAS®. As varidveis cicatrizacdo (fibroblastos, coligeno, vasos sangiiineos) e inflamagdo
(hemacias, codgulos, fibrina, células PMN e mononucleares), foram avaliadas por meio das
médias das notas graduadas de trés observadores independentes e analisadas por meio de
contrastes de médias utilizando-se um modelo misto implementado no procedimento MIXED
do SAS®. Para todos os testes efetuados foi considerado o nivel minimo de significancia de

5%-.

3.1.18 Doacéo dos animais do experimento

Ap6s o término do experimento e periodo de avaliagdo pos-cirrgica de 30 dias, todos

os animais foram doados.



3.2 RESULTADOS

3.2.1 Modelo experimental

Os caes submetidos ao experimento permaneceram em ambiente climatizado e
rigorosamente higienizado, favorecendo a recuperagdo anestésica e pds-cirurgica € o controle
do estado da saude animal durante o tempo do experimento. Todos os animais apresentaram
rapida recuperacdo pos-cirirgica sem qualquer anormalidade clinica ou laboratorial
observadas durante todo o seguimento experimental, ndo ocorrendo 6bito em nenhuma das

etapas cirurgicas.

3.2.2 Intervencao cirargica

O protocolo anestésico cirtrgico empregado nos momentos da colheita de MO e
durante o procedimento cirirgico de tenectomia, mostrou-se satisfatério e garantiu a
manuten¢do dos sinais vitais € a oximetria manteve-se sempre acima de 90%.

Na técnica cirtirgica empregada optou-se por um unico acesso, obtido por meio de
uma incisdo de aproximadamente 7 cm de comprimento na face medial da tibia, desde seu
terco médio até a porcdo proximal do tarso, expondo-se assim as estruturas que envolvem o
tendao calcaneo. A realizacdo de uma ampla incisdo proporcionou boa exposi¢do e
manipulag¢do do tendao, facilitando a abordagem para o transplante das células e introducao
de MEC. Na abordagem cirargica verificou-se presenca de vascularizagdo proveniente do
tecido subcutdneo que, macroscopicamente, circundava o tenddo estendendo-se ao
paratendao.

Ocorreram pequenos sangramentos quando da incisdo do paratenddo, tecidos
adjacentes e tenectomia. O sangramento dos tecidos abordados, ou mais raramente a partir do
paratenddo, foi controlado por meio de hemostasia cuidadosa. Apds seccdo do tendao
calcaneo comum foram facilmente identificados os feixes dos cotos das extremidades,
facilitando a realizag@o da sutura de sustentacao.

A falha criada cirurgicamente, de aproximadamente 1 cm, foi suficiente para a fungao
requerida, ou seja, avaliar a capacidade do transplante de CM em orientar a cicatrizagao
tendinea, uma vez que, neste caso, havia auséncia de contragdo muscular e a falha foi

realizada na regido média do tendao.
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A colocagdo das agulhas hipodérmicas foi de fundamental ajuda na confeccdo da
sutura, servindo como anteparo contra a retracdo tendinea e suporte para manipulacao do
tenddo. O uso de técnica atraumatica permitiu sutura adequada. Apesar de serem os animais
de pequeno porte, o didmetro tendineo destes permitiu adequada sustentagdo da tenorrafia
pelo modelo de Kessler modificado com fio 3-0 e sintese do paratenddo com o modelo
simples isolado 4-0 com mononailon. Essa técnica assegurou a manutencdo dos cotos em
posicdo anatdmica nos locais de ancoragem durante o trans e pds-operatorio, mantendo
aproximadas as bordas do tenddo nas duas extremidades sem comprometimento da circulagao
intrinseca e extrinseca. A irrigagdo com solucdo salina durante o ato operatério manteve o

leito tendineo umedecido e livre da presenca de sangue e codgulos.

3.2.3 Imobilizacéo da articulacéo

A 1imobilizagdo da articulagdo com pino Steinman, introduzido de maneira
normoégrada, mostrou-se adequada para imobilizag¢do e sustentacdo do peso dos animais e nao
necessitou de reajuste. Como a extremidade distal do pino ficou acomodada no tecido
subcutaneo ndo foi observada contaminacdo em nenhum dos grupos e nas observagdes do
pos-operatorio foi verificado que os animais se adaptaram facilmente e ndo apresentaram
dificuldade de marcha. Essa imobilizacdo permitiu o apoio do membro desde a primeira
semana de pds-operatorio.

Nao se observou, em nenhum dos animais, deiscéncia de sutura e presen¢a de secre¢ao
nem edema na area seccionada o que permitiu facil divulsdao na exposi¢do do calcdneo comum

no momento das biopsias.

3.2.4 Técnica de colheita de medula éssea

A agulha tipo Steis, anatomica favoreceu a colheita de volume sangiiineo necessario,
em menor espago de tempo, sem danificar a viabilidade celular. Verificou-se a necessidade de
treinamento do responsavel pela colheita, uma vez que nas primeiras pungdes percebeu-se
certa dificuldade de perfuracdo oOssea. A partir do treinamento, essa dificuldade foi
completamente sanada. O método de colheita com a introdug¢do da agulha anatdmica na fossa
trocantérica demonstrou ser adequado para a puncido de medula dssea de forma rapida, nao

deixando seqiielas de dor ao animal durante o p6s-operatorio.
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Inicialmente houve dificuldade na distingdo macroscépica entre medula 6ssea e sangue
periférico, porém apos o periodo de ajuste da técnica de pungdo, tornou-se possivel a
identificagdo das amostras em microscopia Optica. Caracteristicas como consisténcia
gelatinosa, presenca de agregados celulares, granulos (espiculas) e globulos de gordura foram
observados em MO, caracteristicas bem diferentes do sangue periférico.

Apesar da possibilidade de definicdo macroscopica da origem da amostra, esta foi
sistematicamente confirmada pela microscopia Optica em coloragdo com panoético rapido a
qual se revelou adequada para a analise da morfologia celular da medula. Em todas as laminas
confeccionadas para leitura da morfologia da medula dssea, durante a colheita, ndo foi
verificada nenhuma alteracao celular que chamasse atengao.

A classificacdo da amostra foi especialmente util na fase de treinamento para a
puncdo, onde se percebeu que a obtengdo de maior nimero de células mononucleares ocorreu
nas primeiras quatro pungdes 6sseas. O numero de células foi diminuindo a medida que se
colhia a medula, dessa forma, a agulha era introduzida para um nivel mais profundo do osso e
novamente conseguia-se colher uma grande quantidade de contetdo medular, mas com
nimeros de células mononucleares inferior as das primeiras pungoes.

Em média, obteve-se 10 ml kg™ de medula de cada animal, sendo este volume obtido
no maximo por trés pungdes na fossa trocantérica. Inicialmente foi utilizada seringa de 20 ml
heparinizada para promover pressdo negativa, sendo esta posteriormente substituida por

seringas de 10 ml igualmente lavadas com heparina.

3.2.5 Kit bone marrow collection

O equipamento foi ideal para filtrar a quantidade de 10 ml kg ™' de sangue da medula
Ossea sendo que este tem capacidade para colher até 1 litro de sangue da medula. O material
de armazenamento sempre foi mantido em posi¢ao vertical com a tampa protetora e o lacre da
bolsa fechados durante a aquisicdo da medula e abertos somente quando os filtros e bolsa
coletora foram conectados. Nao ocorreu nenhum caso de perda de sangue por desconexao dos
filtros.

O kit collection vem acompanhado de um suporte metalico para bolsa de colheita e
uma haste suporte que deve ser esterilizada em vapor ou 6xido de etileno. No entanto, os Kits
deste experimento ndo vieram acompanhados desta haste e para manter a bolsa no sentido
vertical foi utilizado um suporte para fluido, envolvido por capa de tecido protetora

devidamente esterilizada também em autoclave.
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ApOs a utilizagdo, o equipamento foi detalhadamente lavado em agua quente até obter
sua limpeza integral e em seguida, ficou mergulhado em agua deionizada por 30 minutos e
mais uma vez lavado dez vezes, secado em ar comprimido e encaminhado a esterilizagdo. O
uso desta metodologia de limpeza permitiu seguranca e eficiéncia no reaproveitamento total

de todos os itens que acompanham o kit collection.

3.2.6 Colheita de sangue periférico nos momentos pre, trans e pos colheita de

medula 0ssea

Os resultados das analises das médias da morfometria sangiliinea de hemaceas (He-pul),
hematocrito (Ht-%), hemoglobina (Hb-g dI™", leucocitos (Leu-pl), e proteina plasmatica (PP-
g dl'l), obtidos durante a colheita de medula 6ssea nos momentos, pré, trans, pos e 96 horas,

de todos os animais dos grupos GI, GII, GIII e GIV, estdo expostos na tabela 1.
3.2.7 Separacao da fracdo mononuclear, viabilidade e marcacao celular

Todos os procedimentos de separacdo e marcagdo de células mononucleares
mencionados no material ¢ métodos foram passiveis de serem realizados. As amostras de MO
foram divididas em quatro tubos falcon de 50 ml e a centrifugacdo com o gradiente de
densidade foi realizada somente em uma etapa facilitando a obten¢do do botdo celular em
espaco de tempo nao superior a 30 minutos. No teste de viabilidade celular com azul de tripan
1% nos grupos GI e GII observou-se obtencao de um numero vidvel de células acima de 90%

(Tabela 2 ¢ 3).
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Tabela-1  Valores das médias da morfometria sangiiinea de hemaceas (He-ul), hematocrito (Ht-
%), hemoglobina (Hb- g dI™"), leucécitos (Leu-pl), e proteina plasmatica (PP- g dI™),
obtidas durante a colheita de medula 6ssea nos momentos, pré, trans, poés € 96 horas
apos a colheita de medula 6ssea em sangue periférico de caes (n=36).

PRE TRANS  DIF EP POS  DIF EP 96H DIF EP
@ @ 1(2)-(1)I G 13- @ 1@-C
He-pl 534 4,12 1,22%% 0,0945 411  001™ 01135 529  1,13**  0,1903
Ht - % 392 2977 9.95% 09710 32,16  239% 08676 39,77  7,61**  1,1050

Hb -gdI* 13,76 10,92 2,84%* 0,2964 10,59  0,33" 0,3865 12,67  2,08%* 0,4689

Leuc —pl 12481 10.079 2403** 770,216 7728  2.350** 437,795 10573 2.845**  711,0243

PP g dI* 8,11 6,96 1,15%* 01717 721 025"  0,1985 8,16  0,95%* 0,2402

*Nivel de significancia 5%; ** Nivel de significancia 1%; NS nao significativos.

EP = erro padrao.
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Tabela2-  Numero de células mononucleares (ml) e viabilidade (%) celular obtidas no
botao celular apos processamento da medula 6ssea dos caes do grupo GI.

Amostra

NUmero de células

Animal Grupo mononucleares Viabilidade (%0)
totais por mililitro
Ca Gla 6,4x10° 93% (3)
Ca Gla 0,6 x 10 ¥(2) 96%
Ca Gla 7,4x 105 (1) 94%,
Cb GIb 44x10° 99% (4)
Cb GIb 1,7x10°% 95%
Cb GIb 37x10° 97%
Cc Glc 44x10°" 97%
Cc Glc 4,1x10°" 95%
Cc Glc 53x10° 96%

(1) Maior nimero de células mononucleares transplantadas; (2) Menor nimero de células

mononucleares transplantadas; (3) Maior viabilidade celular; (4) Menor viabilidade celular.
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Tabela 3- Numero de células mononucleares e viabilidade celular obtida no botdo celular
apos processamento da medula 6ssea, dos caes do grupo GII.

Amostra

Numero de células
Animal Grupo mononucleares Viabilidade (%0)

totais por mililitro

Ca Glla 7,4x 10 % (1) 99% (3)
Ca Glla 6,6x10° 98%
Ca Glla 3,0x10°" 96%
Cb GIIb 4,1x10°" 97%
Cb GIIb 4,1x10°" 95% (4)
Cb GIIb 1,3x 10* (2) 97%
Cc Gllc 3,0x10°" 96%
Cc Gllc 33x10° 98%
Cc Gllc 44x10°" 97%

(1) Maior nimero de células mononucleares transplantadas; (2) Menor nimero de células

mononucleares transplantadas; (3) Maior viabilidade celular; (4) Menor viabilidade celular.

As amostras analisadas para identificacdo de células mononucleares por meio de
marcagdo com nanocristal Qtracker 655 no grupo controle e no grupo que recebeu somente
MEC de colageno ndo apresentaram fluorescéncia quando examinadas por meio do
microscopio fluorescente na analise pré-transplante do botdo celular e nas analises do imprint
celular, realizadas durante as bidpsias tendineas. No grupo GI, somente uma analise (11%)
revelou-se negativa no botdo celular pré-transplante, mas positiva na analise tecidual. Das
laminas confeccionadas durante o imprint de cada tenddo, trés (33%) apresentaram
fluorescéncia positiva e no grupo GII (Figura 6A e Tabela 4), das nove laminas analisadas,

trés também se apresentaram positivas (33%) na luz fluorescente (Tabela 5).
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Figura 6- Identificacdo de células mononucleares por meio de marcador biocelular
fluorescente nanocristal Qtracker 655. A e B) Aglomerados de células
mononucleares fluorescentes (setas) marcadas com nanocristal Q-tracker 655
(coloragdo esverdeada), observadas em microscopia de luz fluorescente em
amostras do botao celular pré-transplante (Ampliacdo da objetiva 40x).
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Tabela 4- Resultado da avaliagdo das células mononucleares do botdo celular por
imunofluorescéncia, pré-transplante e pos-bidopsia no tecido tendineo
marcadas com nanocristal Q-tracker 655 encontradas no grupo GI.

Amostra
Animal Grupo Botao celular Imprint tendao
Ca Gla -+ —(1)
Ca Gla ++ —(1)
Ca Gla ++ +(2)
Cb GIb +++ —(1)
Cb GIb -+ —(1)
Ch GIb — (1) +(2)
Cc Glc ++ (1)
Cc Glc ++++ —(1)
Cc Glc ++ +(2)

(1) Nao foram encontradas células fluorescentes; (2) Poucas células positivas (raras células
positivas, inferior a 5% do total); ++ Numero médio de células positivas para IFA (aprox. 10-

20%); +++ ou ++++ Grande numero de células fluorescentes (aprox. 30-50%).
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Tabela 5-  Resultado da avaliacdo das células mononucleares do botdo celular por
imunofluorescéncia pré-transplante e pods-bidpsia no tecido tendineo das
células marcadas com nanocristal Q-tracker 655 encontradas no grupo GII.

Amostra
Animal Grupo Botao celular Imprint tendao
Ca Glla +++ —(1)
Ca Glla +(2) +(2)
Ca Glla +++ +(2)
Cb GIIb +(2) —(1)
Cb GIIb ++++ —(1)
Cb GIIb ++ —(1)
Cc Gllc ++ +(2)
Ce Gllc +(2) -
Cc Gllc +(2) —(1)

(1) Nao foram encontradas células fluorescentes; (2) Poucas células positivas (raras células
positivas, inferior a 5% do total); ++ Numero médio de células positivas para IFA (aprox. 10-

20%); +++ ou ++++ Grande niimero de células fluorescentes (aprox. 30-50%).

3.2.8 Transplante das células da fragdo mononuclear

O transplante celular revelou ser uma técnica simples. Verificou-se que na aplicacdo
do transplante das células, deve-se primeiramente suturar o paratenddo que servird de
protecao para a permanéncia destas junto a lesdo e, em seguida, introduzir a solu¢do com uma
seringa e agulha 25 x 7, estéril entre os espagos das suturas. Assim as células permanecerdao

dentro do tunel e este evitara a saida para os outros tecidos.
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3.2.9 Avaliacéo clinica

Todos os animais apresentaram evolucado clinica satisfatoria durante todo o periodo de
observacdo para cada grupo. Achados clinicos como discreto aumento de volume local foi
observado em todos os animais dos grupos GI e GII. Este aumento de volume iniciou 24
horas ap6s o implante, permanecendo em média até o sétimo dia do experimento, porém, nao
foi observada dor a palpacdo local. As observacdes relacionadas com formagdo de edema e
espessura tendinea ndo mostraram diferengas clinicas entre os membros dos grupos
observados, estando todos os tenddes dos MPD ligeiramente espessados, ¢ a maioria (33%)
sem apresentar edema consideravel, porém, trés animais do grupo GIV apresentaram edema
com maior intensidade.

Achados como claudicagdo esteve presente no pds-operatoério com evolugdo para
melhora, de acordo com a tabela 6, variando em intensidades de leve a moderado. Durante os
primeiros sete dias de avaliagdao todos os animais apresentaram certo grau de claudicagdo com
diferencga significativa na comparagdo entre os contrastes do grupo controle com os demais
(Tabela 6), permanecendo com dificuldade para apoiar o MPD até a ocasido das biopsias.
Quando comparadas as médias do grupo GI em relagdo ao GII, GIII e GIV, a diferenga
significativa para evolucao de melhora da marcha permaneceu entre o periodo de quatorze e
trinta dias de avaliagcdo clinica, em que todos os animais ja apoiavam o membro com grau
moderado de claudica¢do e mantiveram uniformidade de classificacdo para a deambulacao,
apresentando melhora acentuada no decorrer das avaliagdes.

Ao exame radiografico, nao foi observada nenhuma alteragdo significativa que
pudesse comprometer a articulacdo tibiotarsica. A administracdo de Parecoxib® surtiu acao
antiinflamatoria efetiva, ja que ao término da terapia, a partir do primeiro dia do experimento,

nao foi observada sensibilidade dolorosa a palpagao local por quatro dias.



Tabela 6-  Escores de cdes submetidos ou ndo a transplante de células mononucleares e
MEC de colageno, conforme grau de deambulagdo, sob imobilizagdo interna,

do 7° ao 30° dia de pds-operatorio.

Dias de avaliacdo / grau de deambulacéo

Contrastes 7

EP 14 EP 30 EP
C1 4,46 3,7734 85,7192%** 1,7400 83,80%*  (,9203
C2

2,70N8 2,7215 4,63%*%  1,6271 -3,28%%  (,9819
C3 2,088 1,7284 1,99* 0,9505 0,000N  0,5190

C1: 3GII - GI - GIII-GIV; C2: 2GI - GII - GIIT; C3: 1GII - GIII.

*Nivel de significancia 5%; ** Nivel de significancia 1%; NS ndo significativos.
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3.2.10 Imprint citoldgico

Evolucao aos 7 dias

No grupo GI observou-se presenga de eventuais neutréfilos e grande quantidade de
hemacias e formagdes alveolares similares a tecido adiposo. No grupo GII, as amostras
revelaram presenga de hemacias e raros leucocitos, e pequena quantidade de fibrina com
presenca de fibrolastos degenerados. No grupo GIII encontrou-se presenga de fundo protéico,
eventuais fibroblastos (a maioria degenerada) (Figura 7A), ocorreram pequenos focos de
hemaécias e formagdes alveolares remanescentes similares a tecido adiposo que poderia ser
pela presenga da MEC (Figura 7B). No grupo GIV, encontrou-se na leitura das laminas

muitas hemacias e células degeneradas.

Evolugao aos 14 dias

No grupo GI observou-se aglomerados de células de origem fibroblastica (Figura 7C).
No grupo GII verificou-se discreto fundo protéico, presenca discreta de leucdcitos, em sua
maioria neutrdfilos. No grupo GIII, encontrou-se células de origem desconhecida, discreta
matriz coldgenosa, células degeneradas semelhantes a fibroblastos e material com aparéncia
alveolar similar a tecido adiposo. No grupo GIV as amostras apresentaram presenca de grande

quantidade de hemacias e células degeneradas.

Evolugao aos 30 dias

No grupo GI as amostras apresentaram fundo protéico, presenca de leucocitos e
discretas células reativas de origem indeterminada. No grupo GII verificou-se aglomerados de
c¢lulas de origem fibroblastica e colagenosa que seguem a mesma orientacdo do tendao,
presenca discreta de hemadcias ¢ material similar a gordura (espagos em branco que lembram
gordura) entre as células (Figura 7D). No grupo GIII encontrou-se raros aglomerados de
células de origem colagenosa, alguns fibroblastos isolados (porém raros e integros), fundo
protéico, presenca de hemadcias e raros leucdcitos. No grupo GIV observou-se matriz
composta por pequenas fibras de colageno com alguns fibroblastos integros e reativos e

presenca de grande quantidade de hemacias e células degeneradas.
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Figura7 - Resultados obtidos por imprint citolégico longitudinal e transversal
corados por Pandtico rapido: A) Grupo II, aos 7 dias de evolugdo
cicatricial observa-se presenca de raros leucdcitos (seta clara) e
pequena quantidade de fibroblastos degenerados (seta escura); B) No
Grupo III, observa-se formagdes alveolares similares a tecido
adiposo (seta escura) e presenga de grande quantidade de hemacias
(seta clara); C) Grupo 1: aglomerados de células desorganizadas de
origem fibroblastica (seta clara) (14 dias de evolu¢do). D) Células
fibroblasticas (seta clara) que seguem a mesma orientacdao e grande
presenca de colageno. Observa-se entre as células colagenosas a
existéncia de material similar a gordura (espagos em branco que
lembram gordura) (seta escura). (Ampliacao da objetiva 40x).
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3.2.11 Histopatologia

Evolucdo histoldgica aos 7 dias

Os achados predominantes das analises histopatologicas coradas pelo HE foram de
eventos pertinentes as fases iniciais do processo inflamatério como infiltrados de células
PMN e mononucleares, presenca de fibrina e pequena proliferacdo de fibroblastos. Nas
amostras analisadas do grupo GI, aos sete dias de evolugdo, observou-se microscopicamente
uma neovascularizag¢do intensa, envolvidos por componentes de tecido conjuntivo, exsudacao
fibrosa na superficie celular, material basofilico amorfo de coloracdo amarelada, localizadas
principalmente na superficie celular, hemorragia leve e multifocal, pequenas areas de necrose
e reagdo granulomatosa intensa (Figura 8A).

Nas amostras do grupo GII o exame microscopico revelou presenga de fibrina e de
material eosinofilico e predominancia de tecido desorganizado e fibrogranulomatoso (Figura
8B).

No grupo GIII a observagdo dos cortes histologicos revelou presenga de novos vasos
sangiiineos, tecido de granulacdo moderada, infiltrado inflamatoério com células PMN e
mononucleares, presenca de grande quantidade de fibrina na superficie celular e presenga de
fibras de tecido amorfo (Figura 8C).

No grupo GIV, as amostras apresentaram area com intensa hemorragia e fibrina por
todo o corte (Figura 8D), neovascularizagdo, infiltrados perivasculares mononucleares
intensos, tecido de granulagdo desorganizado e presencga de células gigantes multinucleadas
com material fagocitado no seu citoplasma.

Quando comparados todos os grupos entre si quanto a evolugdo regenerativa do
processo cicatricial das varidveis: proliferacdo de fibroblastos, colageno e neoangiogénese, se
percebem que o grupo GI foi mais significativo que os demais, durante toda a fase evolutiva,

acompanhada por analises histologicas (Tabela 7).
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Figura 8 - Fotomicrografia do processo cicatricial das amostras do tenddo calcaneo
comum de caes, aos sete dias de evolucdo, imobilizados com pino intra-
articular observadas em corte longitudinal. A) Grupo GI, observar
hemorragia leve e multifocal (seta clara), neovascularizagdo (seta escura) e
infiltrados de células PMN (40X). B) Grupo GII, notar presenca de células
PMN e tecido fibrogranulomatoso (seta) (100X). C) Grupo GIII: processo
de evolugdo com presenga de tecido fibrogranulomatoso com presenca de
neovascularizagdo (seta) e presenca de focos hemorragicos (seta clara)
(40X). Observar aglomerado de fibrina localizada na por¢do periférica. D)
Grupo GIV: notar area com abundante presenca de fibrina (seta clara) e
fibroblastos desorganizados (seta escura). Coloragao HE (100X).



71

Evolugao histologica aos 14 dias

Nos cortes realizados nos fragmentos das amostras GI, GII, GIII e GIV e corados por
HE observou-se falta de orientacdo das células fibroblasticas, principalmente no grupo GIV.
No grupo GI foram encontrados poucas células PMN e reacdo granulomatosa diminuida.
Ainda observaram-se neovascularizagdo intensa com discretos focos hemorragicos e também
presenca de material amorfo basofilico com discreta reagdo granulomatosa (Figura 9A). No
grupo GII, presenca de neovascularizagdo moderada, discreto infiltrado inflamatorio e pouco
tecido de granulacdo, porém observou-se um aumento do nimero de células fibroblasticas e
colageno em fase de organizacao transversal variavel (Figura 9B).

Verificou-se que em todas as amostras do grupo GIII ocorreram focos de
neovascularizagdo moderada, presenca de células gigantes e tecido de granulacdo exuberante
em estagio de organizacdo (Figura 9C). No grupo GIV a neovascularizacdo também se
revelou moderada, porém, com infiltrados inflamatorios difusos e tecido de granulagdo
desorganizado (Figura 9D). Estatisticamente, quando comparados a proliferacdo das variaveis
fibroblastos, colageno e neoangiogénese somente por periodos de tempo (7 e 14 dias), entre
si, os grupos GII, GIII e GIV obtiveram uma melhora significativa na qualidade proliferativa

destas variaveis durante os primeiros 14 dias de evolugdo (Tabela 8).

Evolucao histoldgica aos 30 dias

Superficie celular com pequeno foco de reagdo granulomatosa e formagdo de tecido
de granulagdo moderado. Verificou-se presenca de células gigantes e material amorfo
amarelado e discreto infiltrado mononuclear foram observadas nas amostras do grupo GI
(Figura 10A). No grupo GII as amostras revelaram tecido de granulacdo em avangado estado
de organizagdo com estratos multiplos de fibrilas de coldgeno arranjadas entre fibroblastos e
ocorreram pequenos focos inflamatdrios (Figura 10B). No grupo GIII verificou-se a presenga
de grande quantidade de fibroblastos e a intensificagdo da matriz extracelular e presenga de
tecido amorfo de coloracdo esbranquicada a amarelada difundidas entre tecido
fibrogranulomatoso (Figura 10C). O grupo GIV apresentou neovascularizacdo moderada,
reacdo inflamatoria difusa e foi observada a predominancia de areas de intensa presenca de
matriz extracelular ainda em desarranjo (Figura 10D).

De acordo com a tabela 9, quando comparados o grupo GIV com os demais, o
processo inflamatorio foi mais intenso, principalmente nos primeiros 7 dias de analise

histologica. No entanto, todos os grupos (GI, GII, GIII, GIV) apresentaram intensificacdo das
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variaveis presenga de células inflamatorias, hemacias, coagulo e fibrina nos periodos de

evolugdo regenerativa do processo cicatricial que compreendem 7 e 14 dias (Tabela 10).

Figura9 -  Microscopia optica do tenddo calcaneo comum de cdes. Aspecto
histologico das amostras dos grupos GI, GII, GII e GIV aos 14
dias de evolucdo cicatricial, coradas pelo HE em corte
longitudinal. A) Grupo GI: notar discreta organizagdo de fibras
interpostas por pequenos vasos sangiliineos (seta) (40X). B)
Grupo GII: notar multiplas fibrilas e colageno entrelagado entre
fibroblastos (seta) (100X). C) Aspecto da evolugdo cicatricial do
grupo GIII que recebeu MEC de colageno, notar presenca
organica de material amorfo de coloragdo esbranquicado (seta)
(100X). D) Grupo GIV: notar desorientacdo varidvel dos
fibroblastos e neovascularizacdo moderada (seta) (40X).



73

Figura 10-  Aspecto microscopico das amostras de tenddo dos Grupos GI, GII, GIII,
GIV aos 30 dias de evolugdo regenerativa. A) Grupo GI: fotomicrografia
de superficie celular com leve reagdo granulomatosa e presenca célula
gigante (seta clara) e material amorfo de coloracdo amarelada (seta escura)
(40X). B) Nas amostra do Grupo GII, notar tecido de granulagdo em fase
de organizacdo (seta) e pequena quantidade de células PMN (40X). C)
Observar na amostra do Grupo GIII a abundante presenga de tecido amorfo
de coloracdo amarelado difundido entre tecido fibrogranulomatoso (seta)
com fibras desorganizadas (100X). D) Grupo GIV: aspecto histoldgico de
corte longitudinal mostrando a reagdo cicatricial ao fio de sutura (seta
escura), proliferagdo de tecido granulomatoso e¢ neovascularizagdo (seta
clara). (HE 100X).
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Tabela 7-  Contrastes de médias do processo cicatricial (varidveis fibroblastos, colageno,
neoangiogénese) entre grupos, por periodo de avaliacdo, de caes submetidos ou
ndo a transplante de células mononucleares e MEC de colageno, sob
imobilizacao interna, do 7 © aos 30° dia de pos-operatorio.

Dias de avaliacao
Contrastes 7 EP 14 EP 30 EP
C1 5,15%* 1,5644 -3,97* 1,5644 -4,29*%  1,5644
C2 -0,62"° 1,1062 -1,75N 11,1062 1,35 1,1062
C3 0,44™ 0,6387 0,10%  0,6387 0,18"  0,6387

Cy: 3GIV - GI - GII - GIII; Cy: 2GI - GII - GIII; Cs: 1GII - GIIIL

*Nivel de significancia 5%; ** Nivel de significancia 1%; NS nao significativos.



Tabela 8- Contrastes de médias de cicatrizagdo (varidveis fibroblastos, colageno,

neoangiogénese) entre dias, por grupo, de cdes submetidos ou ndo a

transplante de células mononucleares e MEC de colageno, sob imobilizagao
interna, do 7 ° ao 30° dia de pds-operatorio.

Contrastes
Grupos Ci EP C, EP
Gl 1,20 0,6387 -0,46™° 0,6387
Gll 1,59% 0,6387 -0,62N° 0,6387
GHI 1,23%%  0,6387 -0,70™° 0,6387
GIV -1,46% 0,6387 -0,70™° 0,6387

C;: 1Dial4 — 1 Dia7; C,: 1D1a30 — 1Dial4.

*Nivel de significancia 5%; ** Nivel de significancia 1%; NS nao significativos.
EP: erro padrao



Tabela 9 - Contrastes de médias do processo inflamatorio (varidveis hemécias, coagulos,
fibrina, células mononucleares ¢ polimorfonucleares) entre grupos, por
periodo de avaliagdo, de cdes submetidos ou ndo a transplante de células
mononucleares ¢ MEC de colageno, sob imobilizagdo interna, do 7 ° ao 30°
dia de pos-operatorio.
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Dias de avaliacao

Contrastes 7 EP 14 EP 30 EP
C1 -8,09%%* 1,4792 -0,49™8 1,4792 0,838 1,4792
C2 2,417 1,0460 475" 1,0460 3,99 1,0460
C3 -0,92N8 0,6039 0,59 0,6039 0,085 0,6039

Ci: 3.GIV - 1GI - 1GII - 1GIII; Cy: 2.GI - 1GII - 1GIII; Cs: 1.GIT - 1GIIL.
*Nivel de significancia 5%; ** Nivel de significancia 1%; NS ndo significativos.

EP: erro padrao
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Tabela 10 - Contrastes de médias do processo inflamatério (varidveis hemacias, coagulos,
fibrina, células mononucleares e polimorfonucleares) entre dias, por grupo (GI,
GII, GIII, GIV), de cdes submetidos a tenectomia ¢ transplante de células
mononucleares acrescidas ou ndo a MEC de coldgeno, sob imobilizagdo interna,

dos 7 ° aos 30° dia de pos-operatorio.

Contrastes
Grupos Ci EP C, EP
Gl -0,86" 0,6039 -0,01™ 0,6039
Gll -1,87%% 0,6039 0,62N 0,6039
GHI -2,20%%  0,6039 0,11M 0,6039
GIV 0,89* 0,6039 0,68"° 0,6039

C:: 1Dial4 — 1 Dia7; C,: 1Dia30 — 1Dial4.
*Nivel de significancia 5%; ** Nivel de significancia 1%; NS ndo significativos.

EP: erro padrao



3.3 DISCUSSAO

O presente trabalho foi delineado para estabelecer uma metodologia de colheita de
medula 6ssea seguida de autotransfusdo sangiiinea e transplante de células mononucleares em
lesdo cirargica do tenddo calcaneo com um modelo animal adequado para viabilizar e facilitar
as varias etapas do procedimento experimental e disponibilizar principalmente a técnica para
ser aplicada a outras espécies. O cdo foi escolhido como modelo experimental baseado em
argumentos cientificos por apresentar estas caracteristicas e por demonstrar uma grande
importancia no desenvolvimento de pesquisas principalmente na Medicina Veterinaria.

A transfusdo sangiiinea em caes, segundo Callan (2000), estda indicada quando os
niveis de Ht encontram-se abaixo de 15%. Outros autores referem 21% (HARREL et al.,
1997). Neste estudo percebeu-se uma leve diminui¢cdo do Ht no momento trans e pos-colheita
de MO (Tabela 1), permanecendo diminuido 96 horas ap6s a infusdo de sangue autélogo,
ocorrendo diferenca significativa entre a comparacdo das médias entre todos os tempos
avaliados, resultado similar aos estudos de Cohen ; Brecher (1995), Tognoli (2008) e Oliveira
(2008) os quais afirmam que os niveis de Ht em pacientes submetidos a transfusdo sangiiinea
apos colheita de MO decrescem no periodo pos-operatorio. A porcentagem de hematocrito
diminuida, neste experimento, foi estatisticamente significativa e, estes resultados podem
levar a uma condicdo de hipdxia tecidual (LOPES et al., 2006), interferindo na regeneracao de
uma lesdo dependendo do tempo de permanéncia a falta e oxigénio tecidual. Porém, a hipoxia
instiga a medula 6ssea a produzir novas células hematopoéticas (CHOW et al., 2001),
evidenciando a estimulacdo e diferenciagdo de células progenitoras para formagdo de
complexo granulocitico-monocitico (FINK et al., 2004).

Uma queda na concentracdo de Hb em doadores de MO ¢ verificada no periodo pos-
operatorio em humanos (MIJOVIC et al., 2006) e em cdes (TOGNOLI et al., 2007;
TOGNOLI 2008) em cerca de 2 a24 g dl'l, entretanto, neste estudo, verificou-se que os
animais apresentaram niveis de Hb diminuidos em média diferencial significativa entre o
momento pré e trans de 2,84 g dI"' (P<0,05), ndo sendo significativa nos momentos avaliados
entre o trans e poés do procedimento (Tabela 1). Mijovic et al. (2006) afirmam que a
transfusdo de sangue ¢ necessaria somente em pacientes que apresentarem os niveis de Hb
inferiores a 12,5 g dI"' em humanos, e Oliveira (2008) relata essa necessidade quando os
niveis de Hb apresentam os niveis de 10, 2 g dI-' durante o trans-operatério. Nas analises
realizadas no tempo de 96 horas ap6s os animais receberem autotransfusao foi verificado que

ocorreu um aumento significativo dos niveis de Hb em até 2,08 g dI™" .
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Parkkali et al. (2005) concluiram que nao ¢ necessaria colheita autdloga de sangue
para doadores sadios de MO, pois a concentracdo de Hb ndo decresce em niveis constantes e
permanentes, dessa forma, os autores afirmam que a autotransfusdo pré-operatoria ou trans-
operatoria ¢ pratica dispendiosa e desnecessaria em doadores de pequenos volumes de MO.
Todavia, neste estudo, verificou-se que os niveis de Hb diminuiram (P<0,05) no momento
imediato pos-transfusio (Tabela 1) e em 0,33 g dI”', mesmo apos receberem sangue autologo,
sendo que os niveis normais retornaram apds as 96 horas de avaliacdo. Essa pratica segue a
conclusdo da pesquisa de Tognoli et al. (2007) os quais observaram que em condi¢des
experimentais, ¢ necessaria a realizacdo de autotransfusdo sangiiinea no periodo trans-
operatdrio em cdes submetidos a doacdo de 10 ml. kg de MO, fato este justificado pela
queda de Hb apresentada pelos animais durante o ato da colheita e a elevacdo imediata apos a
transfusdo observada neste estudo.

A média da queda de hemacias observada no momento trans da colheita também foi
significativa acompanhando a queda dos niveis de hemoglobina, em cerca de 1,22 pl,
permanecendo sem diferenca significativa no momento pds, porém, o aumento dos niveis
percebidos as 96 horas foi significativa. Se a queda de eritrécitos permanecer ou for
acentuada o cdo podera desenvolver uma anemia macrocitica hipocrdmica que ¢ tipicamente
observada durante remissao em perda aguda de sangue ou hemodlise aguda. O grau de
macrocitose e hipocromia depende da gravidade da anemia, associada a intensidade da
resposta eritropoiética medular, o que podera levar a reticulocitose sangiiinea (MORRISEY;
COTTER, 2000).

Os achados laboratoriais nas anemias por perda de sangue incluem: resposta
regenerativa, a qual ocorre apés dois a trés dias; reducdo na concentracdo de proteina
plasmatica (PP) total (WILLER; RIEDESEL, 1985). Na observagdo dos niveis de PP, ocorreu
queda significativa nos momentos entre pré e trans (1,15 g. dI™"), porém ndo foi significativa
no momento pds. Todavia, 96 horas apods a autotranfusao, os valores crescentes dos niveis de
PP totais foram significativos na diferenca entre as médias (0,95g. dI'") (Tabela 1). Durante o
procedimento todos os animais receberam fluidoterapia seguida de autotransfusdo impedindo
a hemoconcentra¢do plasmatica. Dessa forma, os niveis de PP ndo tiveram aumento e
conseqiientemente nao foi verificada desidratacdo devido o grande volume de medula retirada
dos animais. De acordo com Perez et al. (2005) a PP total ndo sofre alteracdes apds estimulo
da depressdao medular. Neste estudo os resultados foram semelhantes achados desses autores,
pois, se observou que a PP total ndo teve diferenca significativa apos depressao medula por

colheita de MO (Tabela 1).
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A depressao medular, analisada pelo hemograma, caracterizou-se por leucopenia
durante os momentos trans ¢ pos colheita de MO, pois os niveis de leucdcitos tiveram
aumento significativo logo apds a autotransfusdo, caracterizando que durante a colheita de
grande quantidade de MO ocorre uma queda dos niveis de leucocitos deixando o paciente
susceptivel a queda de imunidade.

Antes da aspiragdo as seringas foram lavadas com solucdo salina 0,9%, associado com
liquemine (heparina 10.000UI), essa combinagdo impede a coagulacdo e evita a formagdo de
bolhas permanentes dentro da bolsa de armazenamento desenvolvida no momento da colheita.
Se utilizados anticoagulantes com menor concentragao, ocorre coagulagio da MO em tempos
muito curtos impedindo o uso terapéutico (BACIPALUGO et al., 1992).

A escolha do osso femoral para a introdu¢do da agulha Steis estd de acordo com
Tognoli et al. (2007) pela facilidade de encontrar grande quantidade de células mononucleares
e o fato de que em uma unica introdu¢do da agulha no osso femoral, consegue-se a quantia
desejada, aspirando-se 5 a 7 ml de cada vez. De acordo Bacipalugo et al. (1992), a MO com
maior niumero de células progenitoras encontra-se na crista iliaca e necessita-se de quatro a
cinco perfuracdes na pele que sdo realizadas acompanhando a curvatura das cristas iliaca
superior ¢ inferior em ambos os lados com a agulha. No interior da crista sdo realizadas mais
de 20 perfuragdes e o pds-operatdrio torna-se mais doloroso e dispendioso. Devido ao fato dos
animais terem sofrido pun¢des na fossa trocantérica nao foi observado claudicacdo ou dores,
muito menos apatia durante o pos-operatorio.

Apesar do tamanho da agulha utilizada apresentar didmetro aparentemente elevado,
sabe-se que através dos métodos de estabilizagdao de fraturas, que o canal medular pode ser
preenchido em 60 a 70% com pinos de Steinmann, sem que isso acarrete prejuizo vascular ao
cortex 0sseo (EL-WARRACK ; SCHOSSLER, 1998).

Clinicamente de acordo com a tabela Tudury; Raiser (1985) nao foram observados
manifestagdo de dor durante a marcha e apresentaram rapidamente o grau V de recuperagao
deambular, 24 horas ap6s o procedimento cirirgico. A viabilidade da realizagdo desta técnica
deve ser ressaltada neste estudo, uma vez que os demais artigos publicados (FERNANDEZ;
GRINDEM, 2000) sobre a puncdo de MO em crista iliaca de caes relatam a grande
dificuldade de introducao de outros tipos de agulhas e também a dificuldade de se conseguir
um volume adequado. A pratica de colheita de MO na crista iliaca de caes ¢ de dificil manejo
devido o formato anatomico do osso e dificuldade de introdug¢do da agulha, aumentando o
tempo da permanéncia do animal anestesiado e tempo de colheita do sangue (CAR; BLUE,

1999). Na técnica que foi utilizada neste trabalho, o tempo total de colheita de MO em todos
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os caes foi de 20 minutos ¢ maximo de 30 minutos. De acordo com a técnica de puncao de
MO para colheita de células mononucleares realizada por Samoto (2006), Vaz (2006) e
Barros et al. (2001), a quantidade de sangue obtida por pung¢des na crista iliaca foi inferior a
50ml e a quantidade de células mononucleares foi inferior a 2x10°, no entanto, a viabilidade
celular foi superior a 90%.

Para este trabalho foi escolhido o Kit bone marrow collection, que ¢ um produto
hospitalar utilizado para colheita de medula 6ssea e acondicionamento sangiliineo em
tratamento de leucemia em humanos. O equipamento de colheita de MO que foi utilizado ¢
provido de um recipiente que armazena a medula e possui um filtro de 850 microns acoplada
a bolsa e dois outros filtros externos, de 500 e 200 microns respectivamente que tem a
finalidade de reter as espiculas 6sseas (DENNEHEY et al., 2008). Admitindo-se que um
namero minimo de 2,5x10° células hematopoéticas kg™ do paciente ou 2,0- 4,0 x 10® células
totais nucleadas ou ainda 2x10° células mononucleares (GUARITA-SOUZA et al., 2005) é
necessaria para obter uma recuperacao eficaz e sustentada da hematopoese, esses valores sao
obtidos quando colhidos entre 10 a 15 ml kg de sangue da MO do doador (MASSUMOTO ;
MIZUKAMLI, 2000).

Neste estudo verificou-se que no volume colhido de 10ml kg de MO de cada animal
(n=18) conseguiu-se obter a média de 4,22 x 10® valores de células mononucleares totais no
Grupo GI e 4,13 x 10® no Grupo GII. Com viabilidade superior a 90% em ambos os grupos
(Tabela 5) garantindo a qualidade da suspensdo, resultados muito proximos a pesquisa de
Guarita-Souza et al. (2005), realizada em animais de laboratdrio, que obtiveram as células
mononucleares (3x10°) pela técnica de Boyum (1968) em que a suspensio de MO foi diluida
e centrifugada a 440 x g por 40 minutos com alta viabilidade do botao celular.

Neste experimento, os Kits foram reutilizados e sofreram esterilizagdo em autoclave,
a 120° por periodo de 10 minutos. Testes microbioldgicos descartaram presenca de
contaminagcdo apds a esterilizagdo e durante todo o experimento ndo foi verificado
contamina¢do da medula 6ssea e infeccdo de origem bacteriana nos animais.

Nenhuma falha da hematopoese foi observada e a mobilizagdo das células
mononucleares da MO foi superior ao minimo sugerido por Suter et al. (2004). Em condigdes
na qual o numero de células requisitadas estiver inferior ao desejado, um aumento
significativo de células mononucleares poderia ser resgatado se no manejo pré-colheita de
MO, os animais forem estimulados através da mobilizagdo tanto medular como periféricos

. . . . - -1 -1 r
com fatores de crescimento como Filgrastima (granulokine 0,6 ml min~ kg~ em uma ou até
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trés aplicagdes) ou ainda combinagdes com citoquinas hematopoéticas (G-CSK ou GM-CSF)
(LUCIDI ; TAKAHIRA, 2007).

As amostras de medula colhidas na primeira puncdo para andlise morfoldgica e
estrutural de todos os cdes tiveram como objetivo avaliar a presenga de células
hematopoéticas maduras, ancoradas na MO para caracterizar a colheita e também para
diagnostico de doencas hematologicas, se houvessem, assim como estudo do tecido medular.
De acordo com Dielbold et al. (2000) o mielograma ¢ superior a citologia pois fornece dados
importantes com maior precisdo, como, por exemplo, o grau de atividade da celularidade
medular e o diagnostico de mielofibrose e mieloesclerose. Na analise microscopica de todas
as amostras deste estudo, coradas com panotico rapido confirmou-se a origem medular das
células. Uma vez confirmada a origem, considerou-se a presenga de células sangiiineas e nao
se observou altera¢do da estrutura e morfologia destas células nas leituras das laminas.

O maior desafio da manipulagdo celular é a manutencao das caracteristicas funcionais
das células colhidas e a manutengdo da vitalidade. Os protocolos existentes para lavagem,
nutricdo e manutencdo celular possuem uma mistura enriquecida com sais minerais,
aminodcidos e componentes essenciais e proteinas de soro fetal bovino. Para reduzir os custos
deste estudo, utilizou-se para cada animal o soro autodlogo estéril que contém agua (92%),
proteinas (7%) e outras substancias como hormonios e enzimas (1%) ao qual foi acrescido de
DMEM com intuito de fornecer energia as células mononucleares durante a lavagem e
obtencdo do botdo celular. Percebeu-se que a viabilidade celular manteve-se > 90% mas
necessita-se aprofundar os estudos para verificar a expressdo do nucleo celular quanto a
mitoses. O sucesso do transplante de medula utilizando a fracdo total de células
mononucleares da medula depende em parte da quantidade de células precursoras empregadas
por quilo de peso do receptor. Esse fator ¢ limitante, ¢ uma maneira de tentar contorné-lo ¢
amplificar ainda mais a populacdo de células precursoras resgatadas antes da transfusao.

O estudo experimental sobre a regeneracdo de tenddo calcdneo comum, apos
tenectomia, segue os mesmos parametros descritos por Reddy et al. (1998), promovendo na
por¢do média do tenddo de caes, que proporcionou boa exposi¢do e manipulacdo do tendao.

Neste estudo sugere-se examinar as propriedades regenerativas estruturais celulares e
tissulares do tecido tendineo por meio de métodos adjuvantes pela introducdo de células
mesenquimais contidas entre as células mononucleares da MO em esponjas de colageno, apds
intervengdo cirrgica, com objetivo de melhorar a qualidade de regeneragdo tecidual em

menor espago de tempo. Foi possivel verificar que o MEC deve ser embebido com as células
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mononucleares antes de ser introduzido na falha cirurgica, pois dessa forma assegura-se a
aderéncia e permanéncia de um maior namero de células junto ao colageno.

As médias entre os grupos, referentes ao sétimo, décimo quarto e trigésimos dias de
avaliacdo cicatricial foram significativas em todos os animais que receberam células e/ou
MEC (GI, GII e GIII) quando comparados ao grupo controle (Tabela 7 e 8). Por volta do
terceiro dia pds-lesdo os fibroblastos iniciam a produgao de fibrilas que as segregam ao acaso
no espaco extracelular, isso de certa forma colabora para proteger o tecido tendinoso contra as
forcas aplicadas no inicio da cicatrizagdo (ENWEMEKA et al., 1998). Os animais analisados
apresentaram proliferagdo fibroblastica, porém de forma rudimentar, desde a primeira colheita
e evidente ja no sétimo dia, juntamente com a neovascularizagdo. Estes resultados sdo
semelhantes aos de resultados de Gelberman et al. (1985) que observou o aparecimento de
novos vasos sangiiineos em tenddes lesados por volta do sétimo dia apdés a lesdo. A
proliferacdo de tecido fibroblastico que caracterizou a formacdo de tecido de granulagdo
tipico do processo de reparagdo tecidual que foi menos evidente no grupo controle.

Nirmalanandhan et al. (2006) e Awad et al. (2000) verificaram por meio de analises da
morfologia celular de fibroblastos e colageno, observados em cultivo celular e enxertados em
tendodes de ratos, que a utilizagdo de MECs e células mesenquimais auxiliam principalmente
no ganho de resisténcia do tenddo durante a primeira fase de regeneragdo tecidual.
Reforcando a teoria, Pacini et al (2007) relatam que na avaliacdo da tensdo mecanica da fibra
tendinea, esta pode aumentar em até 30% apds regeneragdo cirlrgica com apenas uma
aplicacio de no minimo 5x10° células mesenquimais. cm™.

Em todos os contrastes comparativos entre os grupos que receberam células
mononucleares e/ou MEC, nos tempos de sete, quatorze e trinta dias ndo foram evidenciados
histologicamente variacdo na regeneragdo, apesar de apresentarem fibras mais alinhadas,
porém de pequeno tamanho, neoformagdo vascular, e diminui¢do dos infiltrados celulares. O
processo de evolucao foi mais acentuado nos primeiros sete dias e apos, essa evolucao foi
mais lenta (Tabela 7 e 9). Aslan et al. (2008) observaram que durante a cicatrizagdo de uma
lesdao no tecido tendineo ha uma tendéncia ao aumento da quantidade de fibras de menor
diametro.

Quando comparadas as médias das varidveis, quantidade de fibroblastos, colageno e
neoangiogénese presentes no processo evolutivo de cicatrizagdo entre dias, por grupo,
observa-se que os animais que receberam MEC embebidos em células e os que receberam
somente MEC, a organizagdo de fibroblastos foi intensa e mais significativa até o 14° dia

(Tabela 8). Uma preocupacdo pertinente sobre o uso terapéutico de células-tronco ¢ a
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possibilidade de que a injecdo das células no local da lesao possa se diferenciar para uma
linha inesperada de tenocitos e ocorrer evolugdo celular inespecifica, causando o
aparecimento assim de tecidos ectopicos. Na realidade, MECs podem induzir uma reatividade
celular no receptor e interferir tanto na regenera¢do quanto na elasticidade, assim como,
produzir reacgdes indesejadas (HARRIS et al., 2004). Esta possibilidade foi provada quando
células suspendidas em MECs apropriados a base de colageno como adjuvantes da
regeneracdo foram utilizadas em reparos de tenddo em coelhos (AWAD et al., 2000; AWAD
et al., 2003), podendo constituir um problema devido a resisténcia reduzida e possivel
reatividade de tecido conseqiiente (HARRIS et al., 2004).

No entanto, neste estudo, apesar das avaliagdes terem sido realizadas somente por
trinta dias, nas leituras histologicas ndo foi observada alteracdo de linhagem celular e a
utilizagdo de esponja de colageno proporcionou incremento de fibroblastos alinhados,
indicando fase ativa de colageno nos dois grupos que os receberam como adjuvantes. Esses
dados corroboram com os encontrados por Juncosa-Melvin et al. (2006) que transplantaram
esponja de coldgeno com células-tronco autdgenas para recuperacdo tendinea e observaram
manifestagdes de melhora mecanica e histopatoldgica dos tenddes até doze dias apos cirurgia.

Pool (1996) relatou que a diminuicdo da celularidade e neovascularizacdo ¢ indicativa
de progressiva maturagao do tecido de granulagdo, pois a deposicdo de colageno exerce
pressdo mecanica sobre as delicadas paredes de capilares neoformados, levando a diminuicao
da vascularizacdo. Este fato foi observado a partir do 14° dia de avaliagdo e no 30° dia quase
nao se observou neovascularizacdo e proliferagao de coldgeno nos grupos ao quais receberam
o MEC, resultados que corroboram aos de Enwemeka; Reedy (2000) que citam que por volta
do 14° dia apds a lesdo € o tempo em que a proliferacdo de coldgeno atinge seu pico. Os
mecanismos de diferenciacdo da célula precussora mesenquimal em tendcitos ainda estdo
sendo pesquisados, no entanto ha dificuldade no reconhecimento das fases deste processo,
quando analisadas as células por sua morfologia. Portanto, Richardson (2005) relata a
necessidade de marcagdes para o coldgeno tipo I, sintetizado pelos tendcitos para identificar a
célula por sua funcdo, além de sua diferenciagdo através de marcadores superficiais.

Considera-se que o efeito do tratamento com células da fracdo mononuclear de MO,
em especial as células precursoras mesenquimais, aplicadas a lesdes tendineas induzidas neste
experimento, possibilitou melhora significativa na acelera¢do do reparo tendineo, sob anélise
histopatologica. Esta consideragdo estd de acordo com dados divulgados por Herthel (2002)
que sugeriu este efeito, porém baseados em analise clinica, ultra-sonografica e funcional das

estruturas tendineas em resposta a terapia celular com células da MO.
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Em alguns experimentos foi confirmada a hipotese de que a infusdo direta de células
mesenquimais poderia representar uma aproximacado terapéutica segura a regeneragao do
tendao sugerindo que o tecido pode orientar as células para uma diferenciacdo correta
permitindo, uma melhor organizagdo celular e mais rapida, em paralelo, mas para isso seria
necessaria a expansdo das células in situ (JUNCOSA-MELVIN et al., 2005). No atual
experimento verificou-se que no grupo que recebeu somente o transplante de células
diretamente na lesdo, os feixes de fibras se apresentaram alinhados com fibroblastos de
conformacao arredondada, porém, nos grupos que receberam células e MEC os fibroblastos ja
se apresentavam mais organizados e com muitos filamentos, ja com deposi¢ao de colageno
davam inicio ao processo de remodelamento nos décimo quarto dia de analise. Estes
resultados diferem daqueles observados por Pacini et al. (2007), segundo os quais relatam que
a utilizacdo de MEC ¢ desnecessaria e os resultados de uma cicatriz tendinea podem ser
favorecidos somente com a inje¢do de uma solugdo rica em células da MO diretamente na
lesdo.

O microambiente determina orientagdo das fibras e a morfologia do tecido lesionado
induz uma diferenciagdo de células e producdo de fibras organizadas. Esta habilidade do
microambiente pode ser necessaria para uma diferenciacdo in vivo. Esta orientagdo e melhor
reconhecimento do microambiente podem ser providos por um MEC que impeca ou diminua
a contaminagdo das células depositadas na lesdo e parece ser um util método por manter o
potencial de crescimento de células (BAKSH et al., 2004).

A infiltra¢do celular observada nos primeiros sete dias de evolugdo, principalmente no
grupo controle, foi provavelmente parte da resposta inflamatéria a prépria injuria. De acordo
com Autefage (1999) a inflamacdo ¢ um pré-requisito para que o processo de reparo aconteca
e a seqiiéncia inflamatoria inicia-se imediatamente apds a lesdo, sendo uma resposta natural
do organismo ao trauma lesivo e estende-se por trés dias.

Neste experimento, a partir dos quatorze dias de pds-operatdrio o grupo que recebeu
somente células permaneceu com processo inflamatério acentuado até o 7° dia de avaliagdo.
Esse quadro nao foi observado entre os grupos GII e GIII. O aumento da sensibilidade na area
lesada s6 foi observado a palpagdo, na primeira semana sendo atribuido ao processo
inflamatério que se instalou no local, permanecendo em média até o 30° dia no grupo que
recebeu somente aplicacdo de células mononucleares da medula dssea. Barreira (2005), Gift
et al (1992) e Williams (1984) perceberam aumento de volume na regido da lesdo tendinea
apods administracdo de coladgeno, interpretado por edema decorrente de processo inflamatorio

instalado, que permaneceu por até 30 dias de avaliagdo. Ao contrario, neste estudo ndo foi
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observado edema e processo inflamatorio (Tabela 10) por tempo maior que sete dias nos
grupos que receberam colageno. Possivelmente por ndo terem sido injetados colageno liquido
no tecido, mas sim envolvidos por pequenas fibras em forma de esponja. O carreador de
colageno selecionado, apesar de ndo possuir todas as caracteristicas de um MEC ideal
(POTIER; PETIT, 2005), mostrou-se maleavel, biocompativel, poroso e reabsorvivel, além de
se acomodar com facilidade no tecido conjuntivo.

Os pontos quanticos coloidias nanocristais implantados no botdo celular marcaram
com eficiéncia as células mononucleares da medula 6ssea na avaliacdo fluorescente pré-
transplante, porém, nas analises das biopsias dos tenddes, conseguiu-se obter fluorescéncia
reduzida em um nimero pequeno de amostras no sétimo, quatorze e trinta dias de analise
(Tabela 5), sendo considerada a possibilidade do ciclo celular até a sexta geracdo de mitose
acontecer em periodo de tempo menor que sete dias ou ainda o numero de células
mononucleares ter sido insuficiente para gerar a emissdo de luz. Possivelmente a
impossibilidade de se verificar essa fluorescéncia em todas as amostras pode seguir o conceito
de que o tempo de permanéncia dessa fluorescéncia em tecido conjuntivo seja menor que sete
dias (Tabela 4 e 5). Fundamentalmente esses pontos quanticos nanocristais fluoréforos
absorvem fotons de luz e reemitem-na com um comprimento de onda diferente. Essas
particulas provéem luminosidade e fluorescéncia fotoestavel que podem ser observadas por
horas em tecidos marcados com nanocristais podem ser arquivados por longo periodo e sdo
capazes de marcar quase todos os tipos de material de interesse (INVITROGEN, 2008).

A fluorescéncia refletida depende do comprimento de onda das particulas celulares em
que sao introduzidas (PARAK et al., 2005). De acordo com a pesquisa de Hanaki et al. (2003)
as moléculas bioldgicas possuem tamanhos nanométricos e sdo particulas covalentes que se
une por meio de sua superficie com os pontos quanticos se estes estiverem em solucao
hidrofila. Neste estudo, o botdo celular permaneceu em suspensdo com soro autélogo tanto
nas avaliagdes pré-transplante quanto no momento do transplante na lesdo aguda. De um
modo mais especifico as moléculas podem ser adsorvidas através de interacdo eletrostatica
entre os diferentes meios e os pontos quanticos mais coloidais sdo negativamente carregados e
as moléculas positivamente. Se a ligacdo covalente ndo ocorrer, a fluorescéncia desaparecera.
(INVITROGEN, 2008). Isso pode explicar a reducao de fluorescéncia nas analises das
bidpsias ou o fator nimero de células transplantadas ndo permanecerem no local da lesdo
apesar da quimiotaxia da inflamagao aguda.

Segundo Borm (2006) os nanocristais fluorescentes podem ser localizados por pelo

menos quatro geracdes celulares, e algumas células permanecem marcadas por até duas
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semanas. O tempo de sete, quatorze e trinta dias definidos para obter a amostra para
identificacdo de células marcadas com nanocristais foi determinado com base no
comportamento celular em relagdo a mitose do tecido conjuntivo. Junqueira; Carneiro (2004)
referem que uma mitose celular pode durar horas, meses ou anos. Nos tecidos de rapida
renovagao como epitélio e MO as células se renovam a cada trés dias. Todos os outros tecidos
apresentam proliferagao mais lenta, em média 20 a 64 dias.

A imobiliza¢dao interna da articulagao tibio-tarsiana manteve a articulagao do tarso
estavel impedindo o movimento articular e ndo prejudicou a anastomose permitindo uma
melhor organizagdo da proliferacao tecidual e um alinhamento mais precoce dos feixes de
fibras que ja foi observado aos quatorze dias de evolucdo nos grupos GII e GIII. Foi
verificado também, melhor desempenho funcional, melhor vascularizagdo e menor aderéncia
em todos os animais destes grupos.

Nas avaliag¢des clinicas entre os escores contrastes das médias dos cdes de todos os
grupos em relagdo a regeneracao e adaptacao da deambulagao nos tempos de sete, quatorze e
trinta dias, foram observados que a imobiliza¢do aplicada favoreceu a recuperagdo precoce
dos animais até os quatorze dias de evolug@o nos grupos GII GIII, sendo também significativo
aos trinta dias quando comparados com o grupo controle (Tabela 6). Na avaliagdo desses
parametros os animais tiveram desenvolvimento clinico de deambulacao mais rapida que o
grupo controle até os 14 dias e ap0ds, a evolucdo foi mais lenta, porém clinicamente evolutiva,
até completarem 30 dias, sendo significativa estatisticamente nos grupos GI, GII e GIII. Esses
resultados sdo contrarios aos encontrados por Freitas et al. (2006) que ndo observaram
diferenca significativa entre os grupos que foram imobilizados com pino intra-articular com
avaliacao até 30 dias de evolugao.

Segundo Kuschner et al. (1991), periodos longos de imobilizacdo levam a multiplas
complica¢des como atrofia muscular, aderéncias teno-cutineas, alteragdes troficas neurais,
osteoartrite, tromboflebite, necrose de pele, osteoporose e re-rupturas. Neste experimento, até
o periodo de avaliagdo de 30 dias ndo foram observadas alteragdes semelhantes ao citado pelo
autor, talvez pelo método de imobilizag¢do utilizado que minimizou aos animais de todos os

grupos (GI, GII, GIII, GIV) seus efeitos deletérios.



4. CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foram realizados os experimentos e com base nos resultados
obtidos ¢ possivel concluir que:

1- a técnica de colheita de medula 6ssea com Kit collection Bone marrow e agulha
Steis ¢ um método rapido e eficaz e proporciona a obtencdo de um botdo celular com alta
viabilidade,

2- os nanocristais coloidais Q-tracker 655 sdo eficientes como marcadores celulares
para identificacdo de células mononucleares da medula 6ssea in natura,

3- os nanocristais coloidais Q-tracker 655 sao eficientes como marcadores celulares
para identificacdo de células mononucleares da medula 6ssea em processo regenerativo do
tendao calcaneo no periodo de até 7 dias pos lesdo,

4- as células mononucleares da medula 6ssea ndo influenciaram na qualidade do
processo regenerativo do tecido tendineo no periodo de até 30 dias de avaliagdao pos-cirargica.

5- sugerem-se novos estudos sobre o efeito da aplicacdo das células mononucleares

por um tempo maior de avaliagdo com a mesma matriz extracelular apresentada.
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APENDICE



Apéndice 1- Médias e desvios-padrao para a deambulagdo, cicatrizacao (varidveis fibroblasto, coldgeno e neoangiogénese), inflamagao (variaveis
hemacias, codgulos, fibrina, células mononucleares e polimorfonucleares), de acordo com o periodo de avaliacdo (7, 14 e 30 dias), de
caes submetidos ou ndo a transplante de células mononucleares e matriz extracelular, sob imobilizagdo interna apds tenectomia do
tenddo calcaneo.

Deambulagao Cicatrizagao Inflamagao

(Fibroblastos, colageno, (Hemacias, coagulos,

neoangiogénese) fibrina, células
mononucleares e
polimorfonucleares)
Dia Grupo X+s X+s X+s

Ia 3,0+1,0 5,0+1,14 5,40+0,63
7 IIb 3,33£1,52 5,54+0,97 3,74+0,90
Ilc 4,33+1,15 5,09+0,29 4,66+0,42
Ivd 2,66+0,57 6,93+1,40 1,90+0,65
Ia 3,0+1,0 6,20+0,20 4,54+0,05
14 IIb 3,66£1,52 7,13+£0,83 1,87+0,73
Ilc 4,66+1,57 7,03£1,01 2,46+1,05
Ivd 1,33+0,57 5.46+0,55 2,79+0,33
Ia 4,66+0,57 5,74+0,23 4,53+1,28
30 IIb 4,0+1,0 6,50+0,35 2,49+0,62
Ic 4,0+1,0 6,33+0,78 2,57+0,83
Ivd 2,66+0,57 4,76+0,39 3,47+0,50

X=média
s = desvio-padrao



