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RESUMO

Foram induzidas lesdes no tenddo flexor digital superficial (TFDS) de ambos os membros anteriores de
seis equinos, seguidas de implante aut6logo de células da fragdo mononuclear de medula 6ssea em apenas
um membro de cada animal. Os animais foram avaliados por parametros clinicos, ultrassonogréaficos,
histopatolégico e imunoistoquimico. Paralelamente, realizou-se o cultivo de novas amostras para a
caracterizacdo das células utilizando-se marcadores CD34 e CD45 por meio da citometria de fluxo,
confirmando a presenca de células mesenquimais na fragdo mononuclear. A caracterizagdo das fibras
colégenas tipo 1 e tipo 11l no tecido neoformado mostrou melhora na qualidade da cicatrizacdo tendinea
dos membros tratados. A terapia com implante autlogo das células da fragdo mononuclear melhorou a
organizacdo tecidual e a sua qualidade, apresentando maior expressao significativa para coléageno tipo I.
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ABSTRACT

The present study was developed inducing a lesion in the SDFT of both thoracic limbs of six horses
followed by autologous implantation of mononuclear cells from bone marrow in only one affected limb of
each horse. The horses were evaluated through clinical and ultrasonography exams, and through
histopathology and immunohistochemistry patterns. Concomitantly, new samples were cultivated and
characterized using CD34 and CD45 markers, proving the presence of mesenchymal cells in the
mononuclear fraction. The characterization of collagen fibers type | and type Il in the new tissue has
showed an improvement in tendon healing in treated limbs. The therapy with autologous implant of the
mononuclear fraction has improved tissue organization and its quality, having a significanlyt higher
expression of collagen type I.

Keywords: equine, stem cell, mononuclear fraction, bone marrow, tendon

INTRODUCAO

LesOes tendineas e ligamentares afetando os
tendBes digitais (superficial e profundo) e o
aparato suspensério sdo importantes causas de
claudicacdo em cavalos atletas, resultando em
queda de desempenho e possivel afastamento do
animal das pistas. Essas lesfes se apresentam
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como ruptura parcial ou total das fibras
tendineas, geralmente afetando o tenddo flexor
digital superficial (TFDS) (Alves et al., 2001).
Os quadros de tendinite possuem alta incidéncia
e necessitam de um longo periodo de
reabilitacdo. Os atuais tratamentos sdo de baixa
eficacia na modulacdo do tecido cicatricial,
ocorrendo variacBes em sua forga e resisténcia,
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resultando em uma funcdo reduzida do novo
tecido e predispondo-o a recidivas. A utilizagdo
da ultrassonografia para a avaliacdo de estruturas
tendoligamentares permite melhor definicdo do
diagndstico, caracterizando o tipo da leséo e da
estrutura afetada, sendo possivel instituir um
prognostico mais adequado (Alves et al., 2001).

Estudos recentes vém se concentrando no
potencial terapéutico das células-tronco (CT),
verificando sua possibilidade de aplicacdo em
enfermidades complexas, ou em lesdes de dificil
cicatrizagdo. As células-tronco mesenquimais
possuem capacidade de autorreplicacdo, além da
habilidade de se diferenciar em fibroblastos,
osteoblastos, condrécitos, tendcitos, adipdcitos e
miofibroblastos, de acordo com o estimulo local
(Fortier e Smith, 2008). Essa diferenciacdo
ocorre por toda a vida, tornando seu estudo
particularmente interessante em lesdes do
sistema musculoisquelético.

Dentre as células mononucleares estdo presentes
as células-tronco mesenquimais. O uso da
fracdo mononuclear em tratamentos de lesdes
ortopédicas possui a vantagem de permitir a
realizagdo do implante no momento do
diagndstico, com menor tempo de preparo das
células e custo reduzido, e ainda aumenta a
concentragdo de células-tronco mesenquimais
para o implante direto apds a coleta de medula
6ssea quando comparado ao uso da medula 6ssea
total (Barreira et al., 2008).

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a
qualidade da cicatrizacdo tendinea nos membros
tratados de equinos com implante de células
mononucleares provenientes da medula 6ssea,
por meio do acompanhamento clinico e
ultrassonogréfico, bem como avaliar as
caracteristicas morfolégicas do  tecido
neoformado.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Camara de Etica
em Experimentacdo Animal (nimero 18/2006).
Foram utilizados seis equinos, distribuidos em
dois grupos para formar seis membros em cada
grupo e receber os tratamentos, apds inducéo de
tendinite pela aplicacdo de colagenase. Os
animais, entre dois e trés anos, quatro fémeas e
dois machos, da raga Arabe, foram mantidos em
Hospital Veterinario Escola.
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No dia zero do experimento, induziu-se a leséo
no tenddo flexor digital superficial (TFDS) de
ambos os membros toracicos, por meio de
injecdo intratendinea de colagenase tipo | (1mL;
2,5mg/mL — Sigma-Aldrich C-0130). Apds a
inducdo, os animais foram tratados com
fenilbutazona (2,2mg/kg), 1V, uma vez ao dia
durante sete dias. Os tendfes lesados foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos: 0s
do GT foram tratados, e 0os do GC usados como
controle. Ao 12° dia do experimento, 0s equinos
do GT receberam o implante das células da
fracdo mononuclear. Os animais foram
submetidos ao esquema de atividade fisica
crescente ap6s a inducéo da lesdo, composta por
caminhadas diérias, como apresentado a seguir:
do 15° ao 45° dia, andar ao passo, por 15
minutos, uma vez ao dia; do 46° ao 60° dia, andar
ao passo, por 15 minutos, duas vezes ao dia; do
61° ao 90° dia, andar ao passo, por 30 minutos,
uma vez ao dia; do 91° ao 120° dia, andar ao
passo, por 30 minutos, duas vezes ao dia. Aos
120 dias, todos os membros anteriores foram
submetidos a bidpsia de fragmento dos tenddes
flexores digitais superficiais.

Para a coleta de sangue da medula d&ssea,
realizaram-se sedacédo e blogueio anestésico local
em regido das esternebras e introducéo de agulha
Komiyashiki 11G, no interior da medula déssea da
quinta esternebra. Com auxilio de uma seringa de
20mL contendo 1 mL de heparina, coletou-se o
material. O volume total coletado foi, em média,
de 15-20mL de sangue. O sangue foi
imediatamente homogeneizado, acondicionado
em caixa térmica e encaminhado ao
Departamento de Genética e Citogenética
Animal.

O sangue foi inicialmente filtrado em equipo de
transfusdo, lavado com solugdo salina tamponada
com fosfato Dulbecco’s PBS (DPBS) e
depositado em Histopaque (d=1,0770) . Os tubos
foram centrifugados para separacdo dos
constituintes do sangue por gradiente de
densidade. Apoés a centrifugagdo, formou-se um
halo esbranquicado no meio do tudo contendo as
células mononucleares, o qual foi separado e
lavado com DPBS. Seguiu-se a contagem das
células e ao teste de viabilidade celular por
exclusdo do azul de tripan 0,2%. Para o implante,
o material foi ressuspenso em 0,5mL de soro
autélogo recém-coletado. Os membros que
compunham o GT  receberam injecdo
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intratendinea de células mononucleares de
medula 6ssea, e 0s membros do GC receberam
injecdo de 0,5mL de solucéo salina 0,9%.

Os animais foram acompanhados por meio de
exames fisicos e ultrassonogréaficos desde o dia 0
até o 120° dia, quando foi realizada biopsia
tendinea para verificacdo das caracteristicas
histol6gicas e imunoistoquimicas. As
caracteristicas avaliadas ao exame fisico foram
grau de claudicacdo — escores de 0 a 5 —,
presenca de sensibilidade e aumento de volume.
Procedeu-se, ainda, ao exame ultrassonografico
dos animais nos dias 12 — momento 1 (M1),
momento 30 (M2), momento 60 (M3), momento
90 (M4) e momento 120 (M5) —, para que
fossem avaliados o tamanho do tenddo e da
lesdo, o percentual da area lesada no interior do
tenddo, o alinhamento de fibras e a
ecogenicidade, graduada de 0 a 4, da seguinte
forma: 0 — padrdo normal (ecoico); 1 — queda de
25% do padrdo ecoico (predominantemente
ecoico); 2 — queda de 50% do padrdo ecoico; 3 —
queda de 75% do padrdo  ecoico
(predominantemente anecoico); 4 — queda de
100% do padréo ecoico (totalmente anecoico).

Uma nova coleta foi feita um més apds o
implante, para que fossem realizados o cultivo e
a marcacdo celular com CD34 e CD45,
confirmando a presenca de células mesenquimais
na amostra. Para tanto, apds a separacdo da
fracdo mononuclear, esta foi posta em garrafas
de cultura e cultivadas por 10 a 15 dias até
atingirem confluéncia 80%. Apos este periodo,
as células presentes foram marcadas com
anticorpos CD34 e CDA45, conforme instruces
do fabricante, e analisadas em citdmetro de
fluxo.

Para a avaliacdo das alteracfes histologicas da
reparacdo  dos tenddes lesados, foram
considerados: quantidade e caracteristicas dos
fibroblastos, presenca de neovascularizagéo,
presenca de fibras colagenas, aparéncia da matriz
extracelular e seu arranjo, e, também, o grau de
organizacdo tecidual. Para determinagdo da
expressdo dos coldgenos, foi mensurado o
percentual de células marcadas, com auxilio do
programa Leica QWin, por meio do processador
de imagens binarias.

Para as varidveis ndo paramétricas, recorreu-se
aos testes de Friedman e de Wilcoxon
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para amostras pareadas. Para as variaveis
quantitativas continuas, utilizou-se a
metodologia de analise de varidncia para
medidas repetidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A realizacdo de bidpsia tendinea permitiu a
avaliacdo histopatoldgica, observando-se a
organizacdo tecidual, e imuoistoquimica, com a
caracterizacdo das fibras colagenas tipo | —
presentes no tenddo sadio — e tipo Il — presentes
no tecido cicatricial.

O nimero médio de células obtidas, a viabilidade
e 0 numero de células viaveis totais foram,
respectivamente, 42,92 X 10°, 855% e 36,7 X
10°. O teste de viabilidade celular antes do
implante celular, semelhante ao realizado por
Perin et al. (2004), resultou em 96% de
viabilidade, e o de Barreira (2008) 76%.

O uso da fragdo mononuclear no tratamento de
lesbes ortopédicas em equinos tem a vantagem
de poder ser realizada no momento do
diagndstico, com menor tempo de preparo das
células e custos, no entanto esta € uma mistura
heterogénea de tipos celulares (Richardson et al.,
2007). O cultivo das ceélulas provenientes da
fragdo mononuclear confirmou a existéncia de
células  mesenquimais, caracterizado  pela
capacidade de crescimento celular e sua
aderéncia ao plastico. As células cultivadas
apresentaram 12% de marcagdo para CD34 e
78% para CD45, ambos em primeira passagem.

A hipoecogenicidade da lesdo no exame
ultrassonogréfico auxiliou a sua visualizagdo,
facilitando a realizagdo do implante em seu exato
local. Ocorreu mudanca na ecogenicidade da
lesdo logo apés o momento do implante celular,
0 que se deve a maior ecogenicidade produzida
pela alta concentracdo celular, que, a curto prazo,
pode ser considerada erroneamente uma melhora
da leséo.

Todas as caracteristicas avaliadas ao exame
fisico avaliado mostraram melhora gradativa por
todo o periodo. A claudicacdo e o aumento de
temperatura  local foram as  primeiras
caracteristicas a regredir completamente ao
primeiro més, ao contrdrio do aumento de
volume, que permaneceu leve até o momento da
bidpsia, em quatro animais. O grau de
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claudicacdo foi variavel a partir, em média, do
grau 2, em ambos 0S grupos.

Quanto a atividade locomotora ap6s a
administracdo de colagenase, observou-se
claudicacdo moderada, que ndo estava mais
presente aos 35 dias. Estes dados assemelham-se
aos de Foland et al. (1992), que relataram
aparecimento imediato de claudicacdo moderada
apos aplicacdo de colagenase, e aos de Marxen et
al. (2004), que observaram, apés 24 horas da
lesdo, claudicacdo entre 2 e 3, que se reduziu
gradualmente até os 45 dias. A claudicacdo em
grau moderado é um dos primeiros sinais a serem
observados na clinica, quando 0
desenvolvimento da tendinite é resultante de
esforgo devido ao exercicio, seguido de ruptura
de fibras, o que, de forma similar, ocorre na
indugdo da tendinite com o uso de colagenase.
Esta claudicacdo inicia-se em grau moderado,
torna-se leve em alguns dias e discreta ao redor
de 30 dias, seja na clinica ou na tendinite
experimental.

O maior valor da lesdo e sua maior porcentagem
de comprometimento das fibras foram
observados aos 30 dias (M2), reduzindo-se
gradualmente com o passar do tempo. Apesar de
a area da lesdo do grupo-tratado ter se iniciado
com valor maior que o do grupo-controle, este
quadro inverteu-se no decorrer da pesquisa. A
porcentagem de comprometimento de fibras,
calculada pela relagéo entre a area lesada e a area
total do tenddo, revelou-se semelhante a situagdo
apresentada pela area da lesdo. Ambas atingiram
0 seu maior valor aos 30 dias, sendo os valores
do grupo-tratado maior que os do grupo-controle,
ocorrendo inversdo do quadro aos 60 dias, com
maior valor no grupo-controle. A porcentagem
de éarea lesada média foi significativamente
menor ao 120° dia do que ao 12° (P=0,0003) e ao
30° dias (P<0,0001), em ambos 0S gQrupos.
Ainda, a média da ecogenicidade da lesdo inicial
foi a mesma em ambos os grupos, com seu maior
valor aos 30 dias. Para o GT ocorreu mudanca
significativa do escore de ecogenicidade ao
longo do tempo (P<0,001), assim como para GC
(P=0,003), e ndo houve diferenca significativa
entre os dois grupos, em todas as avaliacdes
(P>0,05). A lesdo tendinea continuou a se
desenvolver até, aproximadamente, 21 dias em
razdo da acdo da colagenase ou mesmo do edema
produzido, que comprimia as células sadias ao
seu redor, causando a morte celular de tendcitos.
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Este maior valor da lesdo ocorreu até os 30 dias.
O valor da ecogenicidade ao exame
ultrassonografico confirma esta continuidade de
desenvolvimento da lesdo até M2.

Outro dado importante foi a porcentagem de
reducdo do tamanho da lesdo em relagdo a sua
maior area (30 dias) nos diferentes momentos
consecutivos, de forma a comparar a sua real
progressdao. Tanto em GT quanto em GC a
porcentagem de reducdo da lesdo aumentou a
medida que a avaliacdo se afastou do 30° dia, e,
adicionalmente, houve uma  diferenca
significativa (P=0,0143) entre o percentual de
reducdo da lesdo dos grupos tratado e controle,
sempre maior no grupo tratado (Fig. 1). Isso
comprova a eficiéncia das células mononucleares
como tratamento de lesdes tendineas em equinos,
com seu melhor preenchimento.

Os resultados do exame ultrassonografico
demonstraram que os 120 dias de
acompanhamento ndo foram suficientes para que
as leses atingissem a normalidade do padréo
ecoico. Os valores de comprometimento das
fibras foram, em média, de 40% no grupo-tratado
e de 33% no grupo-controle. Este achado
assemelha-se ao observado por Sutter (2007),
que descreveu um aumento da area lesada aos 30
dias apos a lesdo, como resposta ao trauma. De
maneira semelhante, lesGes induzidas pela
aplicacdo de colagenase foram mais severas ao
redor dos 20 dias, conforme descrito por Marxen
et al. (2004). Aos 120 dias, houve reducéo da
porcentagem de area lesada, atingindo valores de
16% no grupo tratado e 11% no grupo-controle,
ndo sendo este um periodo suficiente para a
completa cicatrizacho da lesdo, resultado
semelhante ao obtido por Alves et al. (2001). O
valor da ecogenicidade méxima apés a indugdo
da lesdo foi grau 3,5 para 0s grupos tratado e
controle. Lesdes obtidas no presente experimento
foram mais severas quanto a ecogenicidade do
que as observadas por Barreira et al. (2008), as
quais obtiveram lesdes de ecogenicidade grau
2,5. Aos 120 dias, a ecogenicidade apresentada
foi grau 1 no GT e 1,3 em GC, mostrando que
este tempo ndo foi suficiente para a normalizacdo
da ecogenicidade. Resultados descritos por Alves
et al. (2001), aos 120 dias apés a lesdo,
mostraram que o grau de ecogenicidade variou
de 1 a 2, semelhante aos também observados por
Marxen et al. (2004), aos 150 dias pos-lesao.
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Figura 1. Equino. Perfis médios da porcentagem (%) de reducdo da lesdo ao longo das avaliagcdes dos

grupos tratado (linha vermelha) e controle (linha preta).

Os resultados obtidos na avaliacdo histolégica
realizada ao 120° dia apés a inducdo da lesdo
mostraram que todos oS animais apresentavam
fibroplasia, de maneira semelhante aos relatos
existentes na literatura (Goodship et al., 1994).
Marxen et al. (2004) descreveram que,
independentemente do tratamento aplicado a
lesdo tendinea, foram observados graus intensos
de vascularizacdo aos 150 dias, com grande
namero de vasos reciduais e recém-formados por
todo fragmento tendineo.

Silver et al. (1983) descreveram
hipercelularidade aos 14 meses apds a inducdo
experimental da lesdo tendinea, observando o
alinhamento de fibras, porém ainda com
anormalidades histoldgicas. Os fibroblastos nos
equinos do grupo-tratado, ainda com alta
celularidade, apresentaram  nlcleos  mais
alongados e coloracdo da matriz mais forte que
nos do grupo-controle. No GT foram observadas
fibras colagenas com maior organizacdo e
alinhamento, porém ainda ndo semelhante ao
tecido sadio. Os nucleos do fibroblastos
encontravam-se alongados, todavia a
celularidade ainda foi alta se comparada a
celularidade encontrada no tenddo normal, em
ambos o0s grupos. Os animais do GC
apresentaram fibroblastos com nicleos mais
arredondados e fibras com menor organizagdo

(Fig. 2).
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Quanto a presenca de neovascularizagdo, 0s
equinos do GC apresentaram maior quantidade
de pequenos vasos, sendo estes de parede mais
espessa. Os vasos ndo foram identificados em
grande ndmero na maioria dos cortes
histolégicos, diferentemente do que foi
identificado por Silver et al. (1983), e em
equinos tratados com glicosaminoglicanos
polissulfatados, quando foi descrita uma
vascularizacdo em grande intensidade (Marxen et
al., 2004). Marr et al. (1993) relataram que a
diminuicdo da celularidade e da vascularizagéo
sdo indicativas de progressiva maturagdo do
tecido de granulacdo, pois a deposicdo de
coldgeno exerce pressdo mecanica sobre as
delicadas paredes de capilares neoformados,
levando a diminui¢do da vascularizacéo.

O efeito do tratamento com células da fragdo
mononuclear de medula 6ssea, em especial das
células precursoras mesenquimais, aplicadas as
lesdes tendineas induzidas neste experimento,
possibilitou melhor reparo tendineo sob aspectos
histol6gicos. Esta consideracdo estd de acordo
com dados divulgados por Herthel (2001), porém
em resultados baseados nas analises clinica,
ultrassonografica e funcional das estruturas
tendoligamentares. Barreira et al. (2008), ao
avaliarem histologicamente lesdes tratadas com
células-tronco mesenquimas contidas na fragdo
mononuclear 48 dias apés a sua inducdo,
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constataram reducdo da inflamacdo neste
periodo.

O protocolo de exercicios adotado promoveu
estresse longitudinal das fibras tendineas, sendo
observada melhora na organizagdo tecidual em
ambos os grupos, concordando com um periodo
minimo de 90 dias para avaliacdo da
cicatrizacdo, conforme descreveram Goodship
(1994) e Alves et al. (2001).

Para que se institua um tratamento com células
mononucleares ou mesmo com células-tronco, é
necessario que se forme um tecido de granulacéo
de suporte, que promova a adesdo das células
injetadas sem que haja fibrose substancial
(Smith, 2004). Lesbes centrais, com uma regido
hipoecoica, devem ser ainda visiveis, como as
geralmente apresentadas nas tendinites do flexor
digital superficial em equinos, e se preencherem
rapidamente, no momento do implante (Fortier e
Smith, 2008).

Na avaliagdo imunoistoquimica, o anticorpo para
colageno tipo | mostrou marcagdo positiva de
46,9% no grupo tratado e de 36,5% no grupo-
controle. Tal diferenciacdo foi significativa
(P=0,0313). Este resultado sinaliza uma
quantidade maior de colégeno do tipo | presente
no grupo-tratado que no grupo-controle, sendo
este tipo caracterizado como a principal fibra
constituinte do tenddo sadio. Quanto ao colageno
tipo 11, que identifica a fibra colagena existente
no tecido cicatricial, este foi encontrado em
31,3% no GC e em 259% no GT, e esta
diferencga néo foi significativa (P=0,312) (Fig. 3).

Durante o0 processo cicatricial, a fase
proliferativa inicial é marcada por um pico na
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expressdo de colageno tipo Ill. Posteriormente,
na fase de organizacao, a fibra colagena do tipo
I1l é substituida por fibra colagena tipo |
(Matsumoto et al.,, 2002). Os resultados da
imunoistoquimica revelaram maior quantidade
de colageno tipo | se comparada ao tipo IlI,
resultando em melhor cicatrizagdo. No entanto, a
quantidade de colageno tipo Il marcada ainda
foi alta, representando a continuidade do
processo de cicatrizacdo. Observou-se diferenca
significativa na marcacdo para colageno tipo |
entre 0s grupos, maior no grupo-tratado, porém
ndo para colageno tipo Ill. Crovace et al. (2007)
descreveram a presenca de colageno tipo |
maduro em animais tratados com implantes de
células da fracdo mononuclear e de células
mesenquimais cultivadas, que apresentaram
arquitetura tendinea normal entre 16 e 21
semanas apoOs a inducdo de lesdo. O grupo
placebo apresentou maior quantidade de
colageno tipo Il e menor organizagdo.
Hankemeier et al. (2007) também verificaram
melhora na qualidade do tecido cicatricial e de
sua resisténcia pela razdo apresentada entre
coldgeno tipo l:colédgeno tipo IlI, ao avaliarem
lesBes ligamentares em humanos. Na andlise
bioquimica de lesBes tendineas ndo tratadas, foi
caracterizado um alto nivel de colageno tipo IlI
em relacdo ao colageno tipo I, sendo mantida a
quantidade total de colageno (Birch et al., 1997).
Nesse caso, a marcagdo para fibras colagenas do
tipo 1 e Il foi difusa. Satomi et al. (2008)
descreveram a marcacdo via imunofluorescéncia
para coladgeno tipo | e Il na tendinose em
humanos com distribuicdo semelhante, sendo a
fibra colagena tipo | marcada de forma discreta e
difusa, como também para fibra colégena tipo
111, porém mais proeminente.
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Figura 2. Equino. Cortes histoldgicos aos 120 dias: (A) tenddo trtado arsetando nucleos alongados e
ondulagdes das fibras. HE, obj. 40; (B) tenddo do grupo-controle com nlcleos mais arredondados, sem
padréo de ondulagdes. HE, obj. 40.

Figura 3. Imunoistoquimica do tecido tendineo tratado e controle aos 120 dias: (A) colageno tipo |
membro tratado. Obj. 40; (B) colageno tipo | membro controle. Obj. 40; (C) colageno tipo Il membro
tratado. Obj. 40; (D) colageno tipo 111 membro controle. Obj. 40.
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CONCLUSOES

A terapia celular tendinea com células
mononucleares da medula 6ssea melhora a
organizacdo tecidual ao promover maior
alinhamento das fibras e maior percentual de
reducéo da area lesada. O tecido neoformado é
de melhor qualidade quando tratado com células
mononucleares, por apresentar maior expressao
de fibras coldgenas tipo | aos 120 dias de
tratamento.
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