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INTRODUCAO

Os tenddes tém como funcao transferir a forca biomecanica dos muasculos para os
0ss0s, promovendo a movimentacdo do esqueleto (SMITH & WEBBON, 1996). Algumas
lesbes tendineas sdo importantes e envolvem a seccao parcial ou total por objetos cortantes.
Caso ocorra ruptura do tend@o calcaneo comum ou flexores digitais, o problema resulta em
alteracdo postural grave que podera ser de dificil correcdo, sendo frequentemente observada
em cdes (VAUGHAN, 1980), equinos (GOODSHIP, 1993) e no homem (NYSTRON &
HOLMLUND, 1983). A reparacdo tendinea e o restabelecimento morfofuncional dos tenddes
dependem de fatores intrinsecos e extrinsecos, como vascularizagdo, migracdo e adesdo
celular, além das manobras operatdrias e da terapia utilizada (GOODSHIP et al., 1985).

Apesar de varios métodos de tratamento de lesdes tendinosas ja terem sido testados,
ainda se faz necessario o desenvolvimento de métodos que permitam o retorno morfolégico e
funcional do tenddo (GOODSHIP et al., 1985). Nesse contexto, a terapia celular descreve um
conjunto de limites, pouco precisos, de métodos e abordagens tecnologicas que visam a
utilizacdo de células para o tratamento de doencas. O principal foco atual de interesse da
terapia celular é a medicina regenerativa, a qual busca a substituicdo de células ou tecidos

lesados de forma a restaurar sua funcdo. Dessa forma, a terapia celular procura utilizar
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células-tronco, dirigindo sua diferenciagdo no sentido de um tecido especifico, para repor ou
reparar células lesadas ou destruidas (LEVEMBERG et al., 2003).

As células-tronco mesenquimais (CTMSs) tém sido isoladas da medula éssea (MO)
de diversas especies, incluindo roedores (SIMMONS et al., 1991), humanos (PITTENGER et
al., 1999), gatos (MARTIN et al., 2002) e cdes (HUSS et al., 1995). Elas apresentam como
principal caracteristica, capacidade de renovacdo e diferenciagdo em diversas linhagens de
tecidos como conjuntivo, 6sseo, cartilaginoso, adiposo, tendineo e muscular (CAMPAGNOLI
et al., 2001). Portanto, os aspirados da MO contém CTMs e células ja diferenciadas em
linhagens especificas, bem como algumas proteinas bioativas que estimulam a regeneracao
(KRAUS & KIRKER-HEAD, 2006). Além disso, tém demonstrado ser uma atrativa fonte
celular para reparacéo tecidual, devido a facilidade de seu isolamento e expanséo de aspirados
de MO em adultos, bem como a versatilidade na diferenciacdo pluripotente em tecidos
mesenquimais (MAUNEY et al., 2005).

Apesar da importancia dessas células, seu mecanismo de acdo em determinadas
situacbes ainda foi pouco estudado. Como o tratamento das desordens nos tenddes e
ligamentos, tradicionalmente, envolve a reducdo da inflamacdo, restauracdo da sua
flexibilidade e sua reparacdo cirurgica (AHMAD et al., 2000), muitos materiais vém sendo
utilizados na reconstrucdo tendinea, como 0s biomateriais absorviveis, autoenxertos,
aloenxertos e xenoenxertos, cada qual com resultados de eficacia variaveis (KATO et al.,
1991; DUNN et al., 1992; BADYLAK et al., 1995; LOUIE et al., 1997). Conseqiientemente,
€ muito provavel que as células-tronco apresentem resultados favoraveis no reparo de tenddes,
representando, portanto um avango no processo de reparacdo dessa modalidade tecidual.

Por dltimo, fazendo uma analise geral de protocolos terapéuticos empregando
terapia celular e considerando o fato de as CTMs apresentarem elevado potencial regenerador
e serem facilmente isoladas da MO, a sua utilizacdo como fonte terapéutica em lesbes
tendineas merece ser melhor compreendida. Acrescenta-se sobre este assunto, que existe uma
clara escassez de trabalhos cientificos referendando essas suposi¢cdes. Mas, sem duvida, ao ser
compreendido o mecanismo de acdo de tais células e comprovar sua eficacia no tratamento de
lesbes tendineas, o protocolo terapéutico podera ser usado no homem e em diferentes espécies

animais.



OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo padronizar a técnica de cultivo de CTMs e
realizar a avaliacdo histolégica do tenddo do musculo gastrocnémio de coelhos apds lesdo

experimental.
METODOLOGIA

O trabalho teve inicio ap6s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFG, sob o protocolo n°220/09. Foram selecionados aleatoriamente 48 coelhos,
machos, da raca Nova Zelandia, pesando em média 3,5 kg, para serem submetidos ao
procedimento cirurgico de tenotomia parcial do tenddo do masculo gastrocnémio e posterior
inoculacdo de CTMs alégenas cultivadas da MO, associadas ou ndo ao PuraMatrix®hidrogel.
Esses foram distribuidos em quatro grupos, cada qual contendo 12 animais: o grupo controle
(C) foi submetido apenas a tenotomia parcial do tenddo do muasculo gastrocnémio; grupo Gl
que, ap6s tenotomia parcial, recebeu a inoculacdo no local da lesdo de 1 x 10° CTMs
cultivadas; o grupo Gl foi submetido ao implante do PuraMatrix®hidrogel e o grupo GllII foi
realizada a inoculagdo de 1 x 10° CTMs associada ao PuraMatrix®hidrogel. No presente
estudo procedeu-se apenas a padronizacdo da técnica de cultivo celular e dos exames
histolégicos, ficando os grupos Gl, Gll e GllI para avaliacdo posterior. Portanto, 0 emprego
das CTMs, do PuraMatrix®hidrogel e as demais avaliacies ocorrerdo nas proximas etapas.

Nessa etapa aqui desenvolvida, foi utilizado apenas um coelho para a realizacao
da colheita de MO do Umero. Para tanto, administrou-se como medicagdo anestésica cetamina
(30mg/kg) e xilazina (5mg/kg), por via intramuscular, em dose Unica. Apés tricotomia e anti-
sepsia preconizada, uma agulha metalica de Rosenthal 16G foi introduzida na epifise
proximal do tubérculo umeral, sendo aspirados 8mL de MO empregando uma seringa de
10mL contendo solucdo heparinizada (1:500). A amostra foi entdo homogeneizada e
encaminhada ao Laboratorio de Biologia Molecular e Citogenética da Universidade Federal
de Goiaés, para isolamento e cultura de CTMs.

A amostra de MO foi acondicionada em quatro tubos Falcon 15mL, cada qual
contendo 2mL e diluidos (vol/vol, 1:1) em solu¢édo salina tamponada (PBS) acrescida de soro
fetal bovino (SFB) a 10% e 10Mm EDTA (RoboSep, StemCell®, Vancouver, Canada).
Posteriormente, as amostras foram lentamente depositadas sobre 2mL do gradiente de
densidade Ficoll-Paque® PLUS 1.077 g/mL (AmershamBiosciences, S&o Paulo, SP),



conforme recomendado em estudos de BOYUM (1968). O sangue e o gradiente ficoll foram
centrifugados a 495 x g por 30 minutos a 15°C e a fracdo de células mononucleares (CMNSs)
coletadas com pipeta de Pasteur na interface entre o plasma e o ficoll (Figura 1A). Duas
lavagens do sedimento celular foram realizadas com 10 mL de PBS, e uma terceira lavagem
com 10mL de meio de cultivo Mesencult humano suplementado com soro fetal bovino a 10%
(StemCells®). Em todas as lavagens se realizou centrifugacio a 493 x g por 10 minutos a 4°C. Uma
aliquota de 10uL da suspensdo celular foi diluida a 10uL do corante azul de trypan a 4 % para
obtencdo dos valores de rendimento e viabilidade das CMNs. Essa suspensdo foi depositada
na camara hemocitométrica de Neubauer para contagem das células viaveis e inviaveis

utilizando microscopio optico (Figura 1B).
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FIGURA 1 -(A) Amostra de aspirado de medula 6ssea de coelhos apos a separagéo
por gradiente de densidade Ficoll-paque. Notar o anel celular (seta azul) situado entre
o plasma (1) e o ficoll (2), formando um sedimento de eritrdcitos e polimorfonucleares
no fundo do tubo falcon (3). (B) Avaliacdo do rendimento e viabilidade de CMNs em
camara de Neubauer, demonstrando as células viaveis (setas verdes) e células
inviaveis com citoplasma corado com azul de tripan (seta amarela). Microscopia
Optica (aumento 100x).



As CTMs foram obtidas da fracdo de células mononucleares pela deplecdo
negativa das células hematopoiéticas, utilizando o anticorpo monoclonal CD45 de
camundongo anti-coelho, complexo tetramérico e nanoparticulas magnéticas, preparadas
conforme a recomendacdo do fabricante (EasySep, StemCell®, Vancouver, Canadd).
Inicialmente, foi adicionado as células IgG1 de camundongo a 5%, permanecendo em repouso
durante cinco minutos. Em seguida, foi adicionado 20uL do anticorpo CD45, com repouso de
15 minutos, sendo adicionado 20puL das nanoparticulas magnéticas. A amostra de células foi
acondicionada em tubos de poliestireno (BD®Biosciences, S&o Paulo, SP) e acrescida solugdo
de PBS suplementada SFB e EDTA, até que atingisse o volume final de 2,5mL. O tubo foi
inserido na base magnética para selecdo negativa das CTMs, permanecendo em repouso
durante dez minutos (Figura 2A). A seguir, esse tubo foi evertido e as CTMs depositadas em
um tubo falcon de 15 mL. Uma nova contagem celular foi realizada em camara de Neubauer
para avaliar o rendimento e viabilidade, apds a selecdo negativa por nanoparticulas
magnéticas.

As CTMs foram cultivadas em garrafas de cultura de tecidos de 75 cm?, imersas
em meio de cultivo MesenCult humano suplementado com SFB a 10%, gentamicina e
anfotericina B (Figura 2B). A primeira passagem foi realizada no quinto dia, apds as células
atingirem uma confluéncia de £80-90%, sendo procedidas novas passagens com troca do
meio de cultura a cada dois dias. Apds 16 dias do inicio do cultivo, as células foram
suspendidas com solucdo de tripsina a 0,25mg/mL e contadas em camara de Neubauer para
ajuste da quantidade de CTMs a serem inoculadas nos tenddes.

Para padronizacdo da avaliacéo histoldgica dos tenddes operaram-se dois coelhos.
No primeiro, realizou-se apenas a lesdo experimental e no segundo realizou-se a lesdo e
inoculou-se CTMs. Como protocolo anestésico, foram administrados os mesmos farmacos
utilizados para colheita de MO. Com o animal em decubito lateral, realizou-se uma inciséo de
2 cm na pele da regido do tenddo calcanear comum, seguida de divulsdo do tenddo calcanear
comum, abertura da bainha tendinea e exposi¢do do tenddao do musculo gastrocnémio. Com
auxilio de lamina de bisturi n® 15, foi realizada uma lesdo parcial de 1 cm no tenddo do
musculo gastrocnémio, seguida da sintese da bainha tendinea e da pele com fio de nailon n° 4-
0 em sutura padrdo simples isolados. Logo ap6s a oclusdo da bainha, foi realizada a
inoculacdo das CTMs cultivadas no local da tenotomia. Na analgesia pds-operatéria, foi

administrado o cloridrato de tramadol (3mg/kg), por via subcutanea, durante trés dias.



FIGURA 2- (A) Base magnética para purificacdo e selecdo das CTMs da MO de coelho. (B)
Garrafas de 75cm® utilizada na cultura das CTMs, essas imersas em meio MesenCult.

As amostras dos tendBes do muasculo gastrocnémio foram fixadas em formalina
tamponada a 10% e descalcificadas em é&cido nitrico a 5%. Foram preparadas seccoes
transversais de 5um e coradas com hematoxilina-eosina (H&E). As principais alteracGes
avaliadas foram quanto a morfologia das células formadas no local da tenotomia, sua
semelhanca as células do tecido normal, bem como a disposicdo das fibras colagenas e da
qualidade da matriz tendineaneoformadas.

Os resultados de rendimento e viabilidade celular obtidos durante o processo de

isolamento das CTMs foram avaliados por estatistica de tendéncia central (média aritmética).

RESULTADOS

O processo de isolamento celular com nanoparticulas magnéticas foi objetivo e
rapido, obtendo-se as células desejaveis no periodo de uma hora apds o isolamento das
Células-Tronco Mononucleares (CTM). Observou-se contaminacdo do cultivo celular em
quatro ensaios pilotos, porém, a cultura primaria de CTMs da MO foi obtida com éxito pela
observacdo da aderéncia e proliferacdo das CTMs no fundo da placa (Figura 3A), bem como a

formacéo de unidades formadoras de colonias fibroblasticas (UFC-F) (Figura 3B).



FIGURA 3 - Fotomicroscopia de células-tronco mesenquimais (CTMs) isoladas da
medula éssea de coelhos, apresentando formato filamentoso semelhante a fibroblastos e
com nucleos arredondados (A). As setas amarela indicam as unidades formadoras de
colénias fibroblasticas (UFC-F) (B).

Os resultados de rendimento e viabilidadade das células da fragdo mononuclear e
das CTMs, averiguadas por contagem em camara de Neubauer, estdo expressos na tabela 1.

TABELA 1 — Rendimento e viabilidade da fracdo de células mononucleares e células-tronco
mesenquimais isoladas da medula éssea de coelhos.

Células mononucleares Células-tronco mesenquimais
(CNMs) (CTMs)
Amostras Rendimento Viabilidade (%) Rendimento Viabilidade (%)
(céls./mL) x 10° (céls./mL x 10°)
1 7,04 98,05 5,00 97,20
2 13,00 96,74 3,77 96,15
3 13,70 95,32 1,50 96,77
4 3,72 99,46 2,22 99,10
5 9,22 98,71 3,45 98,57
6 3,20 94,67 0,22 100
7 1,06 96,36 1,16 98,30
8 6,88 98,00 1,32 100
9 8,16 96,91 1,42 95,94
10 7,12 97,26 2,70 95,74
Media 7,31 97,15 2,28 97,77

Nesse estudo, observou-se rendimento médio de 7,31 e 2,28 x 10° células/mL de
CMNs e CTMs respectivamente, e esses resultados confirmam que as CTMs representam
aproximadamente 30% do total de CMNSs.



No grupo controle aos 45 e 90 dias, os cortes obliquos dos tenddes corados com
H&E revelaram a presenca de um tecido pobre em células e fibras coldgenas organizadas,
constituindo a porcédo integra do tenddo. J& na area de cicatrizagdo, observou-se um tecido

rico em células, porém com fibras coldgenas menos organizadas (Figura 3A e B).

FIGURA 3-Fotomicrografia dos tenddes do grupo controle. Observa-se a area de transicao
(AT) entre o tecido integro (TI) e o tecido cicatricial (TC), este Gltimo composto de alta
celularidade (seta amarela) e fibras colagenas desorganizadas (A e B).

DISCUSSAO

Nesse experimento, observou-se que o processo de isolamento por selecdo
magnética das CTMs demonstrou-se eficaz na purificagdo da fracdo de células
mononucleares, essas averiguadas pelo rendimento celular em camara de Neubauer. A
deplecdo negativa com o anticorpo monoclonal CD45 permitiu a separacéo das células-tronco
hematopoiéticas e mesenquimais, sendo esta ultimas adicionadas em meio MesenCult para
expansdo celular. ITO et al., (2004) avaliaram a selecdo e isolamento de CTMs da MO de
humanos com nanoparticulas magnéticas de Fe;Os, essas positivas para CD34 e negativas
para CD45. Estes observaram que, no inicio da cultura celular, ocorreu aumento nas ligacGes
CTMs com as nanoparticulas de Fe;O3, atingindo o pico maximo nas primeiras quatro horas
de cultivo. Esse periodo foi atribuido como ideal para isolamento das CTMs da MO.

Tanto na morfologia celular quanto no tempo de observacdo da UFC-F, mesmo
utilizando o meio de cultivo MesenCult, os resultados deste estudo foram semelhante ao de
BITTENCOURT et al., (2005), que realizaram o cultivo de CTMs coletadas da MO de

camundongos em meio Knockout DMEM, e observaram a formag&o de coldnias de células



com morfologia fibroblastoide apds 72 horas de cultivo, sendo no terceiro dia observado a
formacdo de UFC-F.

J& em um estudo utilizando CMNs da MO de coelhos no reparo de lesdes
osteocondrais, OLIVEIRA, (2009) encontrou rendimentos médios de 6,25 x 10° células/mL e
viabilidade de 93,56% utilizando 0 mesmo protocolo de isolamento celular MO. Portanto, 0s
resultados apresentados no presente estudo foram superiores aos dos referidos autores, porém,
as CMNs foram obtidas a partir de uma amostra de 2 mL de MO.

Quanto ao aumento da celularidade na area de reparacdo tecidual os achados do
presente estudo foram semelhantes aos de JUNCOSA-MELVIN et al., (2006). Os autores ndo
informaram sobre a organizacdo das fibras colagenas, sendo relatada apenas a presenca de
uma coloracdo imunoistoquimica mais forte das fibras colagenas tipo 11l e V, em relacéo as
fibras do tenddo normal. Os autores obtiveram em seu grupo controle aos 84 dias, no qual foi
utilizada apenas a esponja de colageno-gel, cortes histologicos corados com H&E que
revelaram a presenga de um moderado alinhamento celular e um leve aumento na celularidade
na area de cicatrizacéo.

Ainda considerando os resultados aqui obtidos aos 45 e 90 dias, em especial 0s
achados referentes ao grupo controle, verificou-se que os cortes obliquos dos tendGes corados
com H&E revelaram a presenca de um tecido com fibras colagenas organizadas e pobre em
células, caracterizando a porc¢éo integra do tendao. O tecido rico em células, porém com fibras
coladgenas menos organizadas identificado na area de cicatrizacdo, indica que para processo de
reparo tecidual ocorrer de forma completa, de modo que a area lesionada retome o aspecto
histoldgico da porcdo integra do tendao, é necessario associa-lo a protocolos terapéuticos. Em
outro estudo realizado por JUNCOSA-MELVIN et al., (2005), no qual foi utilizado
biomateriais com diferentes propor¢des de colageno preenchidos com CTMs no reparo de
lesbes do tenddo de Aquiles de coelhos, obteve-se aos 84 dias, cortes histoldgicos corados
com H&E que também mostraram aumento na celularidade na area de cicatrizacéo.

Finalizando, pode-se inferir que mesmo havendo formacdo de um tecido
cicatricial rico em células, porém com fibras colagenas menos organizadas, para que o
processo ocorra em sua plenitude sdo necessarios métodos terapéuticos auxiliares conforme
citado por GOODSHIP et al., (1985) Assim, apesar de haver um preenchimento celular
satisfatorio na area lesionada, o tecido de reparacdo pode ndo apresentar a mesma eficiéncia

biomecanica do tenddo normal, visto que suas fibras colagenas sdo menos organizadas.



Portanto, para consolidacdo desse método terapéutico é necessario concluir o
presente estudo, principalmente quanto a anélise da eficiéncia das CTMs e do PuraMatrix®
hidrogel no reparo de lesdes tendineas.

CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, o estabelecimento de um cultivo priméario de CTMs é dependente de
diversos fatores como o alto rendimento de células isoladas, a utilizacdo de meios de cultivo
apropriados, eliminagdo de fontes de contaminagdo, entre outros. Apesar da ocorréncia de
contaminacdes nas amostras piloto, concluiu-se que os protocolos de isolamento e cultivo
celular adotados nesse experimento foram eficazes, obtendo-se como resultado final a
expansdo das CTMs em cultura. Contudo, acredita-se que uma criteriosa padronizacéo
laboratorial desses protocolos devem ser previamente estabelecida.

Foi observado que apos 45 e 90 dias da realizacdo da tenotomia parcial do tendao
do musculo gastrocnémio, houve formacdo de um tecido cicatricial rico em células, porém
com fibras colagenas menos organizadas. Portanto, houve um preenchimento celular
satisfatorio na area lesionada, entretanto este tecido de reparacdo pode ndo apresentar a
mesma eficiéncia biomecénica do tenddo normal, visto que suas fibras colagenas sdo menos
organizadas. Portanto, é necessaria a conclusdo deste estudo, para que se possa analisar a

eficiéncia das CTMs e do PuraMatrix®hidrogel no reparo de lesdes tendineas.
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