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RESUMO

Costa Vieira MH. Potencial Terapéutico das células-tronco mesenquimais de
gordura no tratamento da lesdo do tenddo de Aquiles em Coelhos. Campo
Grande, 2013. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O objetivo deste trabalho foi estudar o potencial terapéutico das células-tronco
mesenquimais (CTM) na lesdo completa do tendédo de Aquiles em coelhos por meio
da andlise histoldgica. Para tanto coelhos da raca Nova Zelandia foram distribuidos
entre seis grupos (n=5). A andlise estatistica foi realizada por Mann Whitney e
Kruskal Wallis (p> 0,005). Foi observada diminuicdo do processo inflamatério entre
0s periodos nos grupos ruptura e ruptura + CTM. Quanto aos capilares, o grupo de
ruptura obteve menor nimero do que os demais no periodo de 14 dias. Houve maior
namero de arteriolas no grupo de ruptura + sutura do que os demais no periodo de
14 dias. A desorganizagao estrutural foi maior no grupo de ruptura em comparagao
com os demais no periodo de 14 dias. Entre os periodos houve diferenca do grupo
ruptura com maior valor para o periodo de 14 dias em comparacao ao de 28 dias, 0
mesmo ocorreu para o grupo ruptura + CTM. Frente ao exposto infere-se que 0 uso
de CTM em lesé&o do tendao de Aquiles de coelhos néo suturados foi similar ao uso
do método padréo-ouro, ou seja, sutura do tendao.

Palavras-chave: sistema musculoesquelético, terapia celular, cicatrizacao.



ABSTRACT

Costa Vieira MH. Therapeutic potential of adipose-derived mesenchymal stem
cells in the treatment of Achilles tendon injury in rabbits. Campo Grande, 2013.
[Dissertation - Federal University of Mato Grosso do Sul].

The aim of this work vas to study the therpapeutic potential of mesenchymal stem
cells (MSC) in the complete injury of the Achilles tendon in rabbits by histologic
analysis. For both New Zealand rabbits were distributed among six groups (n=5).
Statistical analysis was performed by Mann Whitney and Kruskal Wallis test (p>
0,005). Reducing inflammation between periods was observed in the rupture and
rupture + MSC groups. As for the capillars, rupture group got smaller number than
the other within 14 days. There was a higher number of arterioles in group rupture +
suture than the other within 14 days. The structural disorganization was higher in the
group of rupture compared to the other within 14 days. There was no diferrence
between the periods of the rupture group with the highest value for the period of 14
days compared to 28 days, the same occurred in the rupture group + MSC. Based on
these we can infer that the use of MSC in injury of the Achilles tendon of rabbits not
sutured was similar to using the gold standard method, ie, suturing the tendon.

Keywords: musculoskeletal system, cell therapy, healing.
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1 INTRODUCAO

A ruptura tendinea € uma injuria aguda na qual os fatores extrinsecos
predominam, apesar da importancia dos fatores intrinsecos. Além disso, a etiologia
permanece obscura. Tendinopatia degenerativa € o achado histolégico mais comum
nas rupturas espontaneas com o surgimento de células lipidicas, degeneracao
mucoide, calcificacdo tendinea ou a combinacéo destes fatores. > Em alguns casos,
o tenddo nao pode ser reparado o que requer restituicdo parcial ou total. Se nao
tratadas, as lesdes podem levar a perda da funcdo muscular e incapacidade

significativa, o que pode afetar a qualidade de vida do paciente. >

O tenddo de Aquiles é formado por fibras coalescentes dos musculos
gastrocnémio e soOleo. Este complexo fixa-se nas articulacdes do joelho e tornozelo,
tornando-se mais susceptivel a lesées do que musculos que se fixam em apenas
uma articulagéo. E o tenddo mais longo e forte do corpo, variando entre 12 e 15 cm
de comprimento e € submetido a forcas superiores a 10 vezes o0 peso corporal

durante a corrida, experimentando mais de 7000 N de forca. *°°

7

O suprimento sanguineo do tenddo de Aquiles € segmentar e deriva
predominantemente de vasos do paratenddo. Ha uma zona hipovascularizada entre
2 a 6 cm da sua insercdo calcanea, correspondendo ao local de maior ocorréncia

das rupturas e tendinites.”®

As rupturas do tendao de Aquiles sao lesbes comuns em pacientes de trinta
a cinguenta e cinco anos e responde por 35% de todas as lesbes tendineas com
mais de 75% das lesdes ocorrendo durante a participacdo em atividades esportivas.
%10 Apresenta uma incidéncia anual de 18 a 37 casos por 100.000 habitantes.
Geralmente resultam de lesdes indiretas ocasionadas por mecanismos que incluem
tracéo forcada do pé com o joelho em extenséo, dorsiflexdo subita e inesperada do
tornozelo, ou dorsiflexdo violenta com o pé em flexdo plantar. O mecanismo de
aceleracdo/ desaceleracéo é relatado em mais de 90% das lesdes no esporte. ** Os
fatores adicionais implicados nas rupturas incluem microtraumas de repeticao,
hipoxia e degeneragdo mucoide, diminuicdo da perfusdo resultante de mudangas

degenerativas e administracdo sistematica ou infiltrac&o local de corticosteroides. **°



15 Apesar da recente atencéo para o tratamento cir(irgico das rupturas, a decisdo em

tratar essas lesdes cirurgicamente ou ndo permanece controversa.'®™*?

O tratamento ndo cirurgico historicamente esta associado a um alto risco de
reruptura, variando de 13 a 30%, atrofia da musculatura da perna, mas com a
vantagem de ndo apresentar complicacbes da ferida cirdrgica. O tratamento
cirirgico das rupturas do tendado de Aquiles resulta em menor porcentagem de
reruptura (0 a 6%), mobilizacdo precoce e melhor retorno ao esporte, mas com o

risco das complicacdes da ferida (0 a 21%). **®

Estudos mostram que o tecido tendineo cicatrizado apresenta uma
densidade celular alta e diminuicdo da organizacédo do coldgeno em comparacao ao
tecido pré-lesado. Esta organizacdo celular alterada serve como uma base para
resultados ruins como reruptura, aderéncias restritivas e baixa funcdo apds o
tratamento de laceracdes tendineas. ?°? Portanto, as opcbes de tratamento
inovadoras para melhorar a cicatrizacdo do tendao sao de grande interesse. Altos
indices de reruptura estimularam a investigacdo de métodos para modular a
cicatrizacdo tendinea promovendo melhor reparo com mais consisténcia com a

arquitetura original do tendado. 2%

Pesquisas atuais tém se concentrado em novas técnicas de engenharia de
tecidos, incluindo o uso de células-tronco mesenquimais (CTM) e fatores de
crescimento (VEGF165, bFGF, rPDGF, GDF-5) como métodos alternativos para
reparacéo de tenddo .>*** As CTM derivadas do tecido adiposo sdo multipotentes,
possuem alta resposta a estimulos ambientais distintos e sdo de facil isolamento.
4548 Tipicamente sdo abundantes em ambos, no ser humano e animais e pode ser
facilmente obtidas do subcutédneo de forma percutdnea ou com técnicas de incisdo

limitadas. %’

Em adultos, as CTM originam-se de numerosos tecidos como a medula
0ssea, tecidos perivasculares, sangue e tecido adiposo e a sua origem € importante
para determinar sua atividade biolégica. “®*°*° Todas podem ser usados como fonte

de células multipotentes para aplicagéo autéloga em transplante.
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Células-tronco adultas podem participar na regeneracdo de danos teciduais
por meio de dois mecanismos distintos: (I) contribuicdo direta por diferenciacdo em
fendtipos de células tecido-especificas e (1) a producdo de matriz extracelular. Para
esse fim, células-tronco adiposas adultas apresentam a capacidade de
diferenciarem-se em osteoblastos, mioblastos, condroblastos e tendcitos in vitro e in
vivo. 39483355 potencialmente, pela mesma importancia, células-tronco adultas
derivadas de tecidos contribuem indiretamente para a cicatrizacdo por meio da
producdo de proteinas bioativas como fatores de crescimento, fatores
antiapoptoticos e agentes quimiotaxicos. Estas proteinas secretadas tém o efeito na
dindmica celular, estimulagdo vascular e recrutamento de células-tronco adicionais

capazes de promover maior estimulo cicatricial.*®

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Procedimentos para coleta de medula 6ssea sdo muito invasivos, dolorosos
com taxas de complicacdo (acima de 30%) e fornecem baixo nimero de células. >
No entanto, Juncosa-Melvin et al.>* utilizou CTM derivadas da medula 6ssea de
coelhos na lesédo do tendao patelar e observou melhora biomecéanica e histologica
do tecido apds doze semanas. O tecido adiposo promove um tipo alternativo de
células multipotentes para cultura de expansao e pode ainda promover beneficio na
forma da populacdo do concentrado de células mononucleadas, entre as quais
encontramos as CTM.*"*?

Vishnubalaji et al.>®

compara a capacidade de diferenciacdo de células-
tronco derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo de humanos e conclui que a
colonia de células adiposas € capaz de produzir um maior nimero de células em um
mesmo espaco de tempo, mas que ambas as colbnias tem a mesma capacidade de

diferenciacao celular dependendo do local para onde sao transportadas.

Segundo Dressler et al. >’

, as CTM néo perdem sua capacidade necessaria
para terapia celular de reparo com aumento da idade e quando estocadas por um

periodo de até 3 anos continuam a promover reparo efetivo.
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Konerding et al.*®

(VEGF165, bFGF, rPDGF) para avaliar o reparo do tendado de Aquiles de coelhos

em seu estudo piloto utilizou fatores de crescimento

suturados ou tratados conservadoramente e observou que ndo houve diferenca na

cicatrizacao.

Okamoto et al.*® utilizou CTM derivadas da medula 6ssea e células
hematopoiéticas frescas retiradas do iliaco de ratos e injetou em tenddes lesionados
e imobilizados e observou regeneracéo precoce do tendao.

3 OBJETIVOS

Objetivo geral: avaliar o potencial terapéutico das células tronco mesenquimais em

lesdo do tend&o de Aquiles em coelhos.

Objetivo especifico: Analisar, histologicamente, o reparo do tenddo de Aquiles em
coelhos submetidos a tratamento com o uso de CTM.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Foram utilizados trinta coelhos raca Nova Zelandia, machos, adultos, com
peso médio de 2,5kg. Os animais foram alojados individualmente em gaiolas
recobertas com cepilho autoclavado, trocado semanalmente com o minimo grau de
liberdade de movimentos. Foi fornecida racdo comercial (Guabi®) e agua ad libitum.
O experimento foi conduzido segundo as diretrizes da Declaragao Universal dos
Direitos dos Animais e com a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
da UFMS (protocolo No. 307/2011).
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (n=5) sendo a
Figura 1:

TOTAL
n=230
|

Grupo 2 Grupo 3

RUPTURA
+SUTURA

RUPTURA
+ CTM

Grupo 1
RUPTURA
| | |
I 1 I 1 I 1
14 dias 28 dias 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Figura 1 — Delineamento Experimental

Grupo 1 — Ruptura — foi realizada seccao transversa do tendado de Aquiles.

Grupo 2 — Ruptura + sutura - foi realizada secgéo transversa do tenddo
seguida de sutura.

Grupo 3 — Ruptura + CTM — foi realizada secgéo transversa do tendao
seguida do transplante de CTM.

Cada um dos grupos foi subdividido em dois lotes sendo um submetido a

eutanasia com 14 dias ap0s a ruptura do tendao e o outro com 28 dias.

4.2 Procedimento anestésico

Para a coleta do tecido adiposo foi realizada anestesia geral com associagao
de Quetamina-Xilazina na dose de 50mg/kg e 10mg/kg respectivamente, por via

intramuscular.

Para a realizacdo da lesdo do tenddo de Aquiles foi utilizado o mesmo
procedimento descrito acima somado a injecao de Morfina (2 a 5mg/kg) por via
subcutanea.
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4.3Procedimento cirargico

4.3.1 Coletado Tecido Adiposo

Ao longo da linha dorsal localiza-se uma grande quantidade de tecido
adiposo, h& aproximadamente 5cm do occipto, na direcéo craniocaudal.

Apos cuidados especificos de assepsia e antissepsia, em ambiente cirdrgico,
foi realizada epilacéo e incisdo cirdrgica longitudinal de 2 cm na linha dorsal, acima
do local de maior acumulo de tecido adiposo do animal, para realizacdo da
lipectomia em bloco com uso de lamina de bisturi n° 24. Foi retirado 1cm?® de tecido
adiposo e realizou-se lavagem do mesmo com Solucdo Tampdo Fosfato
suplementada com 1% de Penicilina/Estreptomicina (PBS 1%) em tubo cbnico,
estéril até a retirada do excesso de sangue (Figura 2). Foi realizada sutura da pele
com fio de poliamida n° 4-0(Mononylon®) e curativo local.

O material foi estocado em ambiente refrigerado a 4°C por até 24 horas

antes dos procedimentos de explante e cultivo celular das CTM.

Figura 2. A. Obtencéo do tecido adiposo. B — Tubo c6nico estéril para lavagem do tecido.
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4.3.2 Realizagéo da leséo tendinea

ApoOs cuidados especificos de assepsia e antissepsia, em ambiente cirdrgico,
foi realizada epilagao e incisao longitudinal, lateral ao tenddo de Aquiles direito do
animal, de aproximadamente 1,5 cm, com lamina de bisturi n° 24 e exposi¢cdo do
tenddo. Foi realizada seccao transversa do tenddo de Aquiles a 10 mm de sua
insercao no calcaneo (Figura 3).

Figura 3. A — Inciséo da pele e exposicdo do tenddo de Aquiles. B — Realiza¢édo da tenotomia.

Nos grupos Ruptura + Sutura, o tendao foi suturado com fio de poliamida 3-0
e 4-0 (Mononylon®) respectivamente, pela técnica de Kessler modificada por

Masson e Allen (Figura 4).
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Figura 4. A — Técnica de Kessler modificada por Masson e Allen. B — Ato operatdrio.

4.3.3 Aplicacao das CTM

Foi injetado volume de 0,1ml em seringa de 1ml e agulha 13 x 4,5 mm no

local da leséo tendinea no grupo Ruptura + CTM.

A pele foi suturada com pontos simples de poliamida 4-0 (Mononylon®) e

curativo local.

4.4 Imobilizagao

Todos os animais foram imobilizados em aparelho gessado, mantendo o
tornozelo operado em posicédo equina (Figura 5) sendo que, nos grupos Ruptura e
Ruptura + CTM, o controle da aproximacéo dos cotos foi realizado pela palpacéao e
nao identificagdo do afastamento entre os cotos do tend&o previamente a instalagéo

do gesso.


http://www.google.com.br/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=0OfNSzKSvcmT9M&tbnid=82qb8tHG5T5dYM:&ved=0CAgQjRw&url=http://charlesbigfoot.wordpress.com/2007/06/12/ortopedia-adulto-pe-lesao-dos-tendoes-fibulares/&ei=L6inUpP9LYu0kAf0vICADw&psig=AFQjCNGou9xCSW9My8fYLFMT4SfJBPXhqg&ust=1386805679804711
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Figura 5. A. llustragéo da Imobiliza¢éo. B. Imobiliza¢éo da cobaia.

4.5 Separacéo, Cultivo e Expansédo das CTM

4.5.1 Separacao das CTM

O volume total da amostra coletada foi explantado (para tanto o tecido
adiposo foi fragmentado em partes de aproximadamente 0,1cm® em Placa de Petri
contendo 3ml de PBS 0,1%). Logo em seguida o material de explante foi lavado por
6 vezes, durante 1 minuto em agitacdo moderada com movimentos giratérios, em
3ml de PBS 1%. Os fragmentos foram depositados em Placa de Petri contendo 10ml
de meio de cultura Meio de Eagle Modificado por Dubelco’s suplementado com 1%
de Penicilina/Estreptomicina (DMEM 1%) por 5 minutos. Posteriormente, o0s
fragmentos de tecido foram incubados com HyQtase® (tripsina sintética) —
HyClone® por 20 minutos em banho-maria a 37°C, sendo agitados a cada 5 minutos
com movimentos giratérios por 1 minuto. A suspensao foi centrifugada por 10
minutos a 2000rpm. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet de células
ressuspendido em PBS 1%. Em seguida acrescentou-se 3ml de PBS 1% e
centrifugou-se a 2000rpm por 5 minutos sendo posteriormente o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido novamente em PBS 1%. Este procedimento foi
realizado em triplicata. Posteriormente as células obtidas foram ressuspendidas com
510ul de DMEM a 1%. Uma aliquota de 10pl foi destinada a analise da concentracao

celular e viabilidade celular em Camara de Newbauer. Para a analise da viabilidade
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celular foi utilizado Azul de Tripan na proporcdo de 1:1. A concentracdo de 2,5 x 10°
células foi semeada em frascos de cultivo celular (25cm3) contendo DMEM
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 1% de Penicilina/Estreptomicina. O

cultivo se deu em incubadora de CO, a 37°C e 5% de CO.,.

4.5.2 Cultivo e Expanséao das CTM

As CTM obtidas foram semeadas em frascos de cultura de 25cm?® de volume
a razdo de 2,5 x 10° células por placa e cultivadas em meio DMEM contendo 10% de
Soro Bovino Fetal, suplementado com penicilina e estreptomicina na proporcéo de
1:1. A partir das primeiras 48 horas, o meio de cultura suplementado foi trocado a
cada 48 horas, sendo que as duas primeiras trocas foram intermediadas por uma
lavagem com PBS, para retirada de residuos. Essas trocas foram feitas até que as
células alcancassem aproximadamente 70% de confluéncia, quando foram

submetidas a tripsinizagéo.

Para a tripsinizacédo, o meio de cultura foi descartado e a cultura foi lavada
por trés vezes com 3ml de PBS. Apés descarte do PBS, 1ml de solucéo de tripsina
(0,2%) foi adicionado e os frascos foram incubados a 37°C por 2-3 minutos. Logo em
seguida foi adicionado 10ml de DMEM suplementado. As células foram analisadas
quanto a viabilidade e concentracdo e semeadas em frascos de cultivo celular de

25cm? de volume por raz&o binaria, promovendo assim sua expansao.

4.6 Obtencdo das amostras biologicas

Os animais foram submetidos a eutanasia por injecdo intraperitoneal de
pentobarbital (100mg/kg) ap6s 14 ou 28 dias do procedimento operatdrio. As patas
traseiras operadas foram dissecadas, preservando-se a integridade do tendéo de
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Aquiles e foi retirado um fragmento do tenddo com margem de 10 mm proximal e

distal ao local da secc¢éao transversa.

4.7 Anélise histoldgica

Para a andlise histoldgica, o fragmento do tendao de Aquiles de cada animal
foi fixado em solucéo de formaldeido a 4% por cinco dias, processado, incluido em

parafina, cortado transversalmente (5um de espessura) e corado pelas técnicas:

(I) Hematoxilina-eosina — Para estudo, ao nivel do tendao, da vascularizagéo

e proliferacao de fibroblastos; e

(I Tricrébmico de Gomori — Estudo do colageno | que aparece sob a forma
de fibras grosseiras coradas em verde;

As laminas foram submetidas a avaliagdo histolégica, em sistema duplo

cego, em microscopia de campo claro.

4.8 Analise estatistica

Para comparacao das médias dos escores em cada grupo entre os periodos
(14 dias versus 28 dias) foi utilizado o Teste Mann Whitney. Para a comparacao
entre os grupos (ruptura versus ruptura + sutura versus ruptura + CTM) nos periodos
de estudo (14 e 28 dias) foi utilizado o Teste Kruskal Wallis. (Tabela 2). O nivel de
significAncia adotado foi de 5%. Foi utilizado o programa estatistico BioEstat verséo
5.0.%

As variaveis ordinais foram expressas em escores cujas equivaléncias estao

descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Classificacdo dos achados histol6gicos encontrados no sitio da lesdo tendinea.

Variaveis Classificacéo Escores
Auséncia 0
Processo inflamatério + 1 foco 1

++ 2 colecdes com linfécitos e histidcitos com esboco de 2

foliculos linfoides

++ Moderado

+++ Processo inflamatério difuso 3

Auséncia 0

Tecido adiposo + 1 a 2 colegdes de adipocitos 1
++ 3 ab colecbes de adipécitos* 2

+++ Mais de 5 cole¢des de adipécitos* 3

Auséncia 0

Capilares + Até 5* 1
++ 5al0* 2

+++ Acima de 10* 3

Auséncia 0

Arteriolas + 1 a 3 por campo** 1
++ 3 a5 por campo** 2

+++ Acima de 5 por campo** 3

Auséncia 0

Desorganizacéo estrutural  + Leve 1
2

3

+++ Acentuado

* Aumento de 40x

** Campo de pequeno aumento

5 RESULTADOS

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados relativos a analise histologica.

Se avaliado o processo inflamatério pode-se verificar que n&do ha diferenga
entre 0s grupos para os dois periodos de analise (14 e 28 dias, p>0,05). No entanto,
observou que o processo inflamatério diminuiu do primeiro (14 dias) para o segundo
momento (28 dias) de avaliagdo dentro do mesmo grupo sendo eles ruptura e

ruptura + CTM.
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Em relacdo a metaplasia marcada pela presenca de tecido adiposo, tecido
condroide e mucina pode-se observar que nao existe diferencas (p<0,05) entre os

grupos e nem mesmo dentro do grupo se comparados os dois periodos de analise.

No que tange o desenvolvimento de capilares e arteriolas pode-se observar
que existem diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos somente no primeiro
momento de andlise (14 dias). Para capilares registra-se um aumento (p<0,05) nos
grupos ruptura + sutura e Ruptura + CTM se comparados com rutura. Para as
arteriolas observou-se aumento (p<0,05) para o grupo ruptura + sutura de
comparado aos outros dois grupos (ruptura; ruptura + CTM). Para o segundo
momento de analise (28 dias) e/ou para a comparacdo dentro dos grupos nos dois

momentos de andlise ndo foram evidenciadas diferencas (p>0,05).

Quando avaliada a organizacdo estrutural observou-se que existem
diferencas (p<0,05) entre os grupos quando avaliado o primeiro momento (14 dias)
onde nota-se reducdo (p<0,05) do grupo ruptura + sutura e ruptura + CTM se
comparados com 0 grupo ruptura. Se comparada a organizacao estrutural dentro do
mesmo grupo, ao longo dos dois periodos, observa-se que hd uma diminuicédo
(p<0,05) para o grupo ruptura e ruptura + CTM.
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Tabela 2 — Média e desvio padrdo (DP) dos escores das variaveis de estudo segundo grupo de

intervencao, UFMS — 2013

Ruptura Ruptura + sutura  Ruptura+ CTM
Variaveis @ p
Média  DP Média DP Média DP
Processo Inflamatério
14 dias 1,3 0,5 1,3 0,6 1,4 0,5 0,902
28 dias 0,0 0,0 0,6 0,5 0,2 0,4 0,230
p @ 0,011 0,100 0,014
Tecido adiposo
14 dias 1,5 0,6 1,7 0,6 1,0 0,7 0,328
28 dias 0,8 0,1 1,0 1,0 0,7 1,2 0,800
p®@ 0,286 0,273 0,315
Capilares
14 dias 22,0 0,0 ®3,0 0,0 °3,0 0,0 0,004
28 dias 2,0 0,0 2,4 0,5 2,7 0,5 0,062
p®@ 1,000 0,100 0,361
Arteriolas
14 dias 20,8 0,5 2,0 0,0 1,0 0,0 0,009
28 dias 1,0 0,0 1,6 0,5 1,2 0,4 0,068
p® 0,522 0,273 0,648
Desorganizacéo estrutural
14 dias 23,0 0,0 "2.3 0,6 2,0 0,0 0,014
28 dias 2,0 0,6 1,6 0,5 1,2 0,4 0,064
p® 0,033 0,100 0,022
Tecido condrdide
14 dias 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
28 dias 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
D . . .
Mucina
14 dias 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
28 dias 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
p - - .

a
@

presentes.

) Teste Kruskal Wallis. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.
) Teste Mann Whitney (14 dias versus 28 dias). Desconsiderar as letras sobrescritas quando
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Figura 6. Fotomicrografia em coloragao de Tricdmico de Gomori. Fibras colagenas tipo | (seta preta) e
Il (seta branca). Aumento de 400x. Grupo Ruptura + CTM com 14 dias - fibras colagenas
organizadas.
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Figura 7. Fotomicrografia em coloragao de Tricdmico de Gomori. Fibras colagenas tipo | (seta preta) e
Il (seta branca). Aumento de 400x. Grupo Ruptura com 14 dias — fibras colagenas desorganizadas.

Figura 8. Fotomicrografia em coloracdo de Hematoxilina-eosina. Processo inflamatoério. Grupo

Ruptura + Sutura com 14 dias. A — aumento de 100x. B — aumento de 400x.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho avaliou o efeito da terapia celular com CTM derivadas do
tecido adiposo na regeneracao do tendao de Aquiles, com foco no emprego deste
método em tendBes ndo suturados, pois os trabalhos na literatura avaliam o seu
emprego em tenddes suturados. %°

Apesar das rupturas do tenddo de Aquiles ocorrerem geralmente por
tendinopatia prévia e haver um esgarcamento de suas fibras na observacéo
macroscopica, os trabalhos na literatura tém submetido o tenddo a ruptura
transversa a 10mm da insercdo do tend&o no calcaneo, local que corresponde a
area mais resistente as forcas de tensao e por isso esta mesma técnica foi utilizada
neste trabalho.®®>%2

A reabilitacdo apos lesé@o tendinea e reparo € um processo que geralmente
leva semanas. Durante este periodo, imobilizacdo e protecdo do movimento sao
necessarios.®® Essa restricdo pde o tenddo em risco de complicaces como adesdes
e pobre qualidade de reparo além do que as propriedades biomecéanicas e

mecanicas dos tenddes cicatrizados nunca atingem aquelas de tenddes intactos. ®*

Chong et al. ®*, Daher et al. ®® e Young et al. ®°

nao utilizam a imobilizacao
como método pés-operatério pelas complicacdes ja& mencionadas. Gossman et al. %
avaliou o alongamento e circunferéncia dos musculos soéleo e plantar de coelhos
apos imobilizacdo gessada e observou que ndo houve alteracdo de ambos quando o
musculo foi imobilizado em posicdo alongada. Neste trabalho houve a necessidade
de manutencdo do musculo com encurtamento para aproximar os cotos proximal e

distal apés lesdo tendinea nos grupos Ruptura e Ruptura + CTM.

Foi realizada analise histolégica com 14 e 28 dias ap0s o procedimento pois
a fase critica da cicatrizacdo do tendéo esta no periodo de 14 a 16 dias. Em 1987
estudou-se a cicatrizacdo dos tenddes e determinou que, a fase de exsudacao e
unido de fibrina inicia-se por volta do quinto dia de pds-operatorio, quando a for¢ca de
tensdo ainda é muito pequena. A partir do 5° dia de pos-operatério, inicia-se a fase

de fibroplasia e a forca de tensdo comeca aumentar atingindo a estabilizacdo por
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volta do 14° ao 16° dia de pdOs-operatério, fase em que a tenorrafia ainda depende
muito do fio da sutura. A partir desse periodo inicia-se a fase de maturacao,
organizacdo e diferenciacédo, e a forca de tensdo vai aumentando gradativamente
por um periodo de tempo indeterminado.”®® Por esse motivo optou-se pela

avaliacdo com 14 e 28 dias de pés-operatorio.

Foi observado que o processo inflamatorio foi maior no grupo 3 (ruptura +
sutura) em ambos os periodos (14 e 28 dias) com relacdo aos grupos 1 e 2. Esse
fato pode significar que o uso de sutura, tipo de fio utilizado e técnica empregada
aumenta o dano ao tecido como observado em trabalhos na literatura. °>" Os fios
de sutura monofilamentares inabsorviveis, como o utilizado neste trabalho, sdo
comumente utilizados nos reparos tendinosos, pois permanecem por longo tempo
sem perder sua forca de tracdo, necesséaria no periodo de cicatrizacdo do tendao.
Esse processo se da até a quarta ou quinta semanas de pés operatério®”. No
entanto os fios inabsorviveis tém o inconveniente de propiciar a formacdo de

granuloma tipo corpo estranho’®.

O nuamero de capilares foi menor no grupo ruptura com 14 dias e ndo houve
diferenca entre os grupos no periodo de 28 dias e entre os periodos para cada
grupo. Conforme o trabalho de Okamoto et al. *°, as CTM além de agirem com fator
extrinseco para cicatrizacdo tendinea, promovem a liberacdo de fatores de
crescimento e citocinas aumentando a vascularidade local. O uso da sutura, devido a
sua reacdo de corpo estranho, também aumenta a vascularizacdo como ja
mencionado. No presente estudo corrobora esses achados visto que 0S grupos

ruptura + sutura e ruptura + CTM possuem o0 mesmo escore de vascularizacao.

A desorganizacéao estrutural foi maior no grupo ruptura com 14 dias e entre
0s periodos houve maior desorganizagdo nos grupos ruptura e ruptura + CTM. A
sutura do tecido facilitou a orientacao das fibras de colageno para cicatrizacédo o que
esta de acordo com trabalhos na literatura nos quais enfatizam inclusive a

mobilizacdo precoce.”* "

Daher et al. &

ao realizar analise histologica do tenddo de Aquiles de ratos
submetidos a ruptura, sutura e injecdo de CTM nos periodos de 2, 4 e 6 semanas,

quando comparados ao grupo ruptura e sutura, observou que, com 2 semanas
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houve maior organizagédo celular no grupo experimento, j& com 4 e 6 semanas a

organizagéo foi similar ao grupo controle.

O trabalho de Park et al. ”” demonstra a necessidade do uso de fatores de
crescimento como o GDF-5 (Growth Differentiation Factor-5) associados a terapia

com células-tronco para crescimento tecidual tendineo, especificamente.

® utilizaram células mesenquimais semeadas em matriz de

Young et al.
colageno para reparo do tendao de Aquiles em coelhos e observaram melhora na

biomecanica, estrutura e funcdo do tendéo apds a lesdo no primeiro grupo.

Rosenbaun et al.? em seu trabalho, correlaciona a histologia com a
biomecanica. Ele apresenta um sistema de graduacéao histolégica com trés variaveis,
sendo elas o colageno, a angiogénese e a formacéo de cartilagem e conclui que
somente com o0 somatorio das alteracdes encontradas em cada uma delas é que se
pode correlacionar com o teste biomecanico. Um dos beneficios do trabalho € que o
pesquisador pode alcancar uma estimativa real da performance biomecanica com

menor custo.

7 CONCLUSAO

Frente ao exposto infere-se que o uso de CTM em lesdo do tenddo de
Aquiles de coelhos ndo suturados foi similar ao uso do método padrdo-ouro, ou seja,

sutura do tendao o que demonstra um importante potencial terapéutico.
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