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RESUMO

Ruptura e laceracdes tendineas sao problemas ortopédicos de grande importancia
na medicina veterinaria. Muita das vezes, animais sdo descartados ou retirados da
vida atlética por conta de rompimento de tenddes. Sendo assim, novas
possibilidades terapéuticas vém sendo utilizadas para melhorar e acelerar a
cicatrizagcdo tendinea. O objetivo do trabalho foi avaliar o uso de membrana biolégica
derivada de tunica albuginea bovina e células tronco em tenorrafias na medicina
veterinaria. Para isso foram utilizados 31 ratos da raca Wistar, adultos, subdivididos
em 4 grupos experimentais sendo o grupo controle (GC) com 4 animais, grupo
tenotomia (GT), grupo membrana bioldgica (GMB) e grupo célula tronco (GCT), cada
um com 9 animais. As tunicas albugineas foram coletadas diretamente de frigorifico
abatedouro de bovinos da regido Norte Fluminense do estado do Rio de Janeiro. As
tinicas passaram por processamento de limpeza, conservacdo e analises de
qualidade, estando aptas para uso. Foram utilizados 3 ratos jovens da raca Wistar,
para extrair tecido adiposo subcutaneo com a finalidade de cultivo de células tronco
para futura utilizacdo no experimento. Apds as cirurgias em todos 0S Qrupos
experimentais, os animais foram eutanasiados em 3 momentos; 7, 14 e 21 dias de
pbés operatério, onde foram avaliados macroscopicamente e microscopicamente. O
GT e GMB demonstraram baixa qualidade de cicatrizacdo, inflamacdo em quase
todos momentos avaliados, com membros edemaciados, inflamacdes tendineas e
tecido conjuntivo pouco denso e irregular. O GCT apresentou um resultado muito
superior, em relacdo a todos os parametros avaliados entre os grupos, baixa
inflamacédo tendinea, sem edema de membros, quantidade e qualidade de colageno
muito superior e desde o primeiro momento de avaliacdo, demonstrando uma
cicatrizacdo rapida e de muita qualidade tecidual. Sendo assim, concluimos que a
utilizacdo de membranas biolégicas ndo apresenta bons resultados em tenorrafias, e
por sua vez a utilizacdo de células tronco demonstra um excelente resultado

guantitativo e qualitativo na recuperacgao dos tecidos de tendbes operados.

Palavras chave: Ruptura tendinea, células tronco, histologia.



ABSTRACT

Tendon rupture and lacerations are orthopedic problems of great importance in
veterinary medicine. Many times, animals are discarded or withdrawn from athletic
life due to tendon rupture. Therefore, new therapeutic possibilities have been used to
improve and accelerate tendon healing. The objective of this work was to evaluate
the use of biological membrane derived from bovine tunica albuginea and stem cells
in tenorraphies in veterinary medicine. For this, 31 adult Wistar rats were used,
subdivided into 4 experimental groups, the control group (CG) with 4 animals,
tenotomy group (TG), biological membrane group (GMB) and stem cell group (GCT),
each one with 9 animals. The albugineous tunics were collected directly from a cattle
slaughterhouse in the North Fluminense region of the state of Rio de Janeiro. The
tunics underwent cleaning processing, conservation and quality analysis, being ready
for use. Three young Wistar rats were used to extract subcutaneous adipose tissue
in order to grow stem cells for future use in the experiment. After the surgeries in all
the experimental groups, the animals were euthanized in 3 moments; 7, 14 and 21
days after surgery, where they were evaluated macroscopically and microscopically.
The GT and GMB showed poor healing quality, inflammation at almost all evaluated
moments, with swollen limbs, tendinous inflammations and non-dense and irregular
connective tissue. The GCT presented a much superior result, in relation to all
parameters evaluated between the groups, low tendinous inflammation, without limb
edema, much higher quantity and quality of collagen and from the first moment of
evaluation, demonstrating a fast healing and a lot of healing. tissue quality.
Therefore, we conclude that the use of biological membranes does not present good
results in tenorraphies, and in turn the use of stem cells demonstrates an excellent

guantitative and qualitative result in the recovery of tissues from operated tendons.

Key words: Tendon rupture, Stem cells, histology.
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1.

INTRODUCAO

Os musculos e tenddes tém grande importancia e participacdo nos
problemas ortopédicos dos animais domeésticos. Nos equinos, lesbes
tendineas ocorrem com frequéncia, especialmente em cavalos atletas. As
laceracdes de tenddes se apresentam desde formas mais brandas, com
minimos sinais de dor e sem lesdes cortantes até formas mais graves,
gerando dor intensa e muitas vezes associadas a lesdes perfuro-cortantes
(CORREA, 2012). Na busca de melhorar e acelerar processos regenerativos,
pesquisas tém sido realizadas em diferentes tecidos como a pele (KOTTON et
al., 2001), osso (KOSACHENCO et al., 1998), nervos (STAINKI et al., 1995) e
musculos e tendfdes (REDDY et al., 1998; BOTTAGISIO e LOVATI, 2017). Em
especial, o estudo do reparo tendineo vem crescendo, uma vez que a
recuperacdo do tecido apds lesdo ainda é um grande desafio na pratica
clinica (LUCKE, 2018).

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a possibilidade do uso de células tronco e membrana biologica

bovina em tenorrafias na medicina veterinaria.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar e selecionar método eficaz de sedacdo e anestesia para ratos
wistar.

o Avaliacdo tecidual de fragmentos da tunica albuginea bovina
encontradas nos 4 polos testiculares: extremidade capitata,
extremidade caudata, borda livre e borda epididimaria.

o Avaliacdo microbiolégica das tanicas albugineas preservadas em

glicerina 98%.



« Aperfeicoar a técnica de descongelamento, preparacdo e avaliacdo de
células tronco para utilizagdo em terapias regenerativas.

e Avaliar a reacdo e cicatrizacdo de tenorrafias realizadas em ratos
wistar com o auxilio de membrana biolégica bovina.

e Avaliar a reagdo e cicatrizagdo de tenorrafias realizadas em ratos

wistar com o auxilio de células tronco.

REVISAO DE LITERATURA

3.1 TENDOES
3.1.1 ASPECTOS GERAIS

O tenddo € uma estrutura constituida de tecido conjuntivo, dando
caracteristica fibrosa, grossa, forte e flexivel, coloracdo esbranquicada e esta
presente em diversos locais do corpo do animal, nas extremidades dos
musculos e se inserindo no periosteo (Figura 1). Por isso, tem a funcao de
manter o equilibrio estatico e dindmico do corpo através da transmissédo da
forca muscular aos ossos e articulacbes, permitindo dessa forma a
locomoc&o. (CORREA, 2012).

Golgi
tendon
receptors

Joint
receptors

Figura 1: Imagem ilustrativa de membro pélvico
de céo, demonstrando a localizacdo do tendé&o,
iniciando nas extremidade do mdudsculo e
inserindo-se no periésteo. Fonte: Reece (2009).

Primeiramente, a formacdo tendinea comeca com o tropocolageno

(uma cadeia polipeptidica em tripla hélice), o qual se une em fibrilas, fibras
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(feixes primérios), fasciculos (feixes secundarios), feixes de fasciculos (feixes
terciarios) formando o tendao propriamente dito (Sharma e Maffulli, 2006)
(Figura 2).

Ainda existem os tenoblastos, que ficam orientados em longas fileiras
paralelas nos espacos entre os feixes de colageno e tem como funcdo
renovar fibras degradadas e colageno, mantendo a caracteristica do tendao
como estrutura dindmica (CORREA, 2012). Cada fibra tendinea é envolvida
por uma malha reticular fina de tecido conjuntivo, chamado de endotend&o. Ja
o tenddo como um todo é revestido pelo epitendao (bainha fina de tecido
conjuntivo frouxo), a qual contém artérias, veias, vasos linfaticos e nervos que
suprem o tendéo (Figura 2). O epitenddo é revestido superficialmente pelo
paratenddo, formado de tecido conjuntivo frouxo constituido de fibras de
coldgeno do tipo | e lll, fibras elasticas, proteoglicanos, glicoproteinas, células
sinoviais, ions e agua. O epitenddo e o paratenddo compdem o chamado
peritenddo, responsavel por reduzir o atrito com o tecido adjacente. O espaco
entre essas duas camadas contém liquido rico em mucopolissacarideos que
fornece a lubrificacéo, evita a friccdo e protege o tendao reduzindo o atrito
(ALMEIDA, 2015; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004). Receptores de Golgi,
gue sdo encontrados nos tenddes, sdo responsaveis por avaliar a tensdo no
tenddo e transmitir essa informacdo ao sistema nervoso central (CORREA,
2012) (Figura 1).

Feixe de fibras Tenddo

Feixe de fibras  Faixe de fibras
piméras oo tercidrias ‘ l

2

Figura 2: Microestrutura. Organizacdo das camadas
formadoras tendineas. Fonte: Kannus (2000)



3.1.2 COMPOSICAO DO TENDAO

O tenddo é constituido de colageno, proteoglicanos, proteinas nao
colagénicas (PNCs), células e agua. O colageno é encontrado em grande
guantidade nos tendbes, sendo o colageno tipo I, 0 componente mais
abundante, chegando a corresponder cerca de 60% da massa seca do tendao
e cerca de 95% do colageno total. Os 5% restantes correspondem aos
coladgenos tipo Il e V. O colageno tipo Il esta localizado principalmente no
endotendao e epitendao, formando fibrilas pequenas e menos organizadas O
colageno tipo V é intercalado dentro da estrutura das fibrilas do colageno tipo
| e regula o crescimento da fibrila (ALMEIDA, 2015). Outros colagenos
incluindo os tipos Il, VI, IX, X e Xl, estdo presentes em quantidades vestigiais
nos tenddes. Esses colagenos sdo encontrados principalmente no local de
insercao Ossea de fibrocartilagem, onde eles reforcam a conexao através da
reducdo da concentracdo de tensdes na interface tecidual (FUKUTA et al,
1998).

Além dos colagenos, temos as PNCs que séo glicoproteinas, tais como
0s proteoglicanos (PGs), proteinas matricelulares e as fibras elasticas. Os
PGs desempenham diversas func¢des, como participagcdo na regulacédo da
formacéao de fibrilas, de colageno, influenciando diretamente na modulacéao da
forca do tenddo, os PGs constituem o tenddo nos locais onde este sofre
tensdo (ALMEIDA, 2015). Ainda existe a proteina oligomérica da matriz de
cartilagem, que é uma glicoproteina ndo colagenosa componente da matriz
extracelular tendinea (STASHAK, 2006). As proteinas matricelulares
participam tanto na manutencdo da estrutura normal dos tenddes, quanto
durante seu processo de cicatrizagdo. Como exemplo, temos a tenomodulin, a
gual tem funcbes de proliferacdo de tendcitos e envolvida também no
alinhamento e organizagédo das fibrilas de colageno. Ja a tenascina-C esta
aumentada em regides de leséo e tem funcdo na orientagcéo e alinhamento da
fibra de colageno. Finalizando esse grupo de PNCs, temos as fibras elasticas,
as guais sao compreendidas em elastinas e as proteinas microfibrilares,
representando cerca de 2% do peso seco do tenddo. E ambas contribuem
para a recuperagdo da configuragdo ondulada das fibras colagenas apds um
alongamento (ALMEIDA, 2015).



3.1.3 LESAO E CICATRIZACAO TENDINEA

Conformacé&o do animal, idade, rotina de treinamento e até mesmo tipo
de ferradura, sdo fatores externos que podem influenciar nas lesbes
tendineas. No caso de laceracdes ou rompimentos, podemos adicionar 0s
traumas nessa lista.

Na ortopedia equina subdividiram-se as rupturas tendineas em trés
categorias. A ruptura traumatica, onde é causada pelo excesso de esfor¢o no
movimento. A ruptura degenerativa, a qual € uma lesédo caracterizada pelo
tendao fragilizado por lesdes anteriores como por exemplo a tenossinovite
séptica. E seccdo tendinea, que sdo traumas provocados por fatores
externos, muita das vezes por objetos causando feridas abertas (STASHAK,
2006).

Na resposta ao trauma, o tendéo tende a sofrer aderéncia, pois a ferida
que envolve diferentes tecidos cicatriza como uma unidade, ou seja, “uma
ferida, uma cicatriz’ (PEACOCK e Van WINKLE, 1976).

O processo de reparo do tenddo ocorre em trés fases que se
sobrep8em: Inflamatdria, proliferativa e remodelamento (ALMEIDA, 2015).

Logo apds a lesdo a sequéncia inflamatoria estende-se por trés a sete
dias, caracterizada pelas alterac6es nas células endoteliais provenientes da
lesdo de vasos sanguineos, e ativacdo de plaguetas que sofrem
degranulacdo e secretam multiplos mediadores, formando coagulos. Os
mediadores liberados formam um gradiente quimiotatico que orienta o
recrutamento e a migracdo das células inflamatérias, sendo que mondcitos e
macréfagos predominam nas primeiras 24 horas e sdo responsaveis pela
fagocitose do material necrosado. Outras células também envolvidas na
instalacdo da inflamacdo s&@o recrutadas, principalmente os neutroéfilos. Ao
final dessa fase ocorre ainda, o inicio da angiogénese, estimulacdo da
proliferacdo de tendcitos, o inicio da producéo de colageno Il e também a
expressado de citocinas responsaveis por ativar vias anti-inflamatérias como a
desativacdo de macrofagos e células natural killer (LUCKE, 2018;
CLUTTERBUCK et al., 2010; MORITA et al., 2017).

Durante a segunda semana (8° dia até 14° dia), a chamada fase

proliferativa, continua uma dramética proliferacdo fibroblastica e producéo de
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coldgeno (matriz extracelular) e angiogénese (tecido de granulagédo). Essa
fase & a responséavel pelo fechamento da lesdo propriamente dita. Ainda
ocorre 0 pico da producéo de colageno lll, iniciando a organizacao dos feixes
desta fibra. (SHARMA e MAFFULLI, 2005).

A partir do 14° dia até o 21° dia, inicia-se a terceira e Ultima fase do
processo de cicatrizagcdo, o remodelamento, a qual pode durar até 1 ano apés
a lesdo (ABATE et al, 2009). O crescimento e migracdo de fibroblastos e as
fibras colagenas entre os cotos tendineos sdo orientadas perpendiculares ao
eixo de tensédo longitudinal. Os tendcitos e as fibras de colageno se alinham,
tornando-se o colageno o principal componente da matriz extracelular. Nesta
fase ocorre acentuada mudanca da proporcdo do tipo de colageno, onde o
colageno Il vai sendo degradado enquanto grande quantidade de colageno |
€ sintetizada pelos tendcitos. A reacdo vascular também alcanca seu pico
durante esse periodo (LUCKE, 2018; RAISER, 2001).

3.2 ANATOMIA E HISTOLOGIA DA TUNICA ALBUGINEA

Os testiculos sédo envolvidos por uma grossa capsula de tecido
conjuntivo denso, a tunica albuginea que, por sua vez, além de ser constituida
por tecido conjuntivo € bem vascularizada (Figura 3). O tecido conjuntivo
denso € adaptado para fornecer resisténcia e protecdo aos tecidos. Sua
composicdo é semelhante ao tecido conjuntivo frouxo, porém existem menos
células e uma prevaléncia de fibras colagenas, com isso dando menos
flexibilidade e mais resisténcia em comparacdo ao tecido conjuntivo frouxo
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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Figura 3: llustragdo anatdbmica de testiculo,
evidenciando seus componentes anatdmicos,
incluindo a tunica albuginea Fonte: KONIG, 2011.

A tunica albuginea é a membrana que estd intimamente ligada ao
testiculo e sendo assim, seguindo a anatomia, a tlnica contém 4 regides,
sendo elas: Borda livre, borda epididimaria, extremidade capitata e
extremidade caudata. Borda livre € onde ndo ha nenhum tipo de estrutura
anexa ou proxima. Ja a borda epididimaria, como sugere 0 seu nome, é a
borda onde o testiculo e consequentemente a tanica albuginea esta em intimo
contato com o epididimo. A extremidade capitata € a regido onde fica em
contato com a cabeca do epididimo e a extremidade caudata € a regido onde

fica em contato com a cauda do epididimo e seu ligamento (KONIG, 2011).

3.3 MEMBRANA BIOLOGICA DERIVADA DE TUNICA ALBUGINEA DE
BOVINO

Enxertos e implantes podem ser utilizados como material reparador de
perda tecidual. O enxerto € um transplante cujas ceélulas mantenham
viabilidade vital no hospedeiro, diferentemente do implante, que é o
transplante cujas células sem viabilidade sdo substituidas ou incorporadas
por tecidos do receptor (QUEIROZ et al.,, 2012; SALBEGO, 2010). Séo
classificados segundo o seu local de origem, podendo ser heterélogo,
homodlogo e autdlogo. Os implantes podem ser chamados de biomateriais e o
colageno é o de origem natural mais amplamente utilizado devido a algumas
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caracteristicas bem conhecidas como a biocompatibilidade, quimiotaxia para
fibroblastos, ativacdo e atragcdo de neutrdfilos e a ampla disponibilidade
(GASQUE et al., 2008).

Os testiculos, de maneira geral, ttm uma céapsula fina de tecido
conjuntivo denominada de tunica albuginea, a qual ndo apresenta muita
diferenga em sua arquitetura histologica e anatomia dentre as espécies
animais domésticos. E composta por tecido conjuntivo denso, caracterizada
por uma maior quantidade de fibras coladgenas e um menor ndmero de
células, comparado com o tecido conjuntivo frouxo. Além dessas
caracteristicas, a tunica albuginea bovina € um material destinado a graxaria
em frigorificos abatedouros, por tanto € um material de custo extremamente
baixo e facil de adquirir (QUEIROZ et al., 2012).

Para a conservacdo de qualquer material biolégico para implante,
existe a necessidade de um meio de conservagédo (QUEIROZ et al., 2012). A
glicerina 98% tem sido o meio amplamente divulgado como forma de
preservacao, devido a suas vantagens como a capacidade de desidratacdo
do material, poder antisséptico, pouca toxicidade em concentracdes baixas e
0 custo baixo (RODASKI et al., 2000; MARQUES et al., 2015). Além disso,
aumenta a resisténcia a tracdo sem alterar o grau de elasticidade, reduz a
antigenicidade, possibilita a manutencédo do enxerto em temperatura ambiente
e tem baixo custo (OLIVEIRA et al., 2009).

3.4 CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA DAS CELULAS TRONCO

Nos ultimos anos, pesquisas estdo demonstrando que a longevidade
de animais de companhia estad diretamente relacionada a melhoria da
qualidade de vida (BARBOSA, 2015). Para continuar mantendo a qualidade
de vida dos animais, novas linhas terapéuticas estdo sendo introduzidas no
mercado veterinario como a nutri¢do, fisioterapia, acupuntura, ozonioterapia e
homeopatia (BARBOSA, 2015; MATHIE et al., 2010; BUDGIN e FLAHERTY,
2013).

As células tronco constituem uma populacdo de células indiferenciadas

com caracteristicas Unicas de auto renovacdo e plasticidade. Essas células
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estdo presentes em todos os tecidos ao longo da vida e estdo envolvidas nos
processos de embriogénese e regeneracdo (LUCKE, 2018).
Fundamentalmente existem dois tipos de células tronco: a célula tronco
embrionaria (CTE) que € oriunda da massa interna do blastocisto e a célula
tronco adulta a qual é dividida em célula tronco mesenquimal (CTM) e célula
tronco hematopoiética (CTH).

As CTEs sao capazes de se transformar em qualquer tipo de célula e
por consequéncia em um organismo inteiro. Porém apresentam riscos
relacionados tanto a rejeicdo imunoldgica como a formacgéo de tumores, além
do fato de sua obtencéo ter a necessidade da destruicdo de um blastocisto,
podendo ser interpretado como uma violagéo dos principios éticos (SANTOS,
2017). Fato esse que nao ocorre com a ceélula tronco adulta, também
chamada de multipotentes e pluripotentes, pois é obtida a partir de tecidos
que constituem o organismo adulto plenamente desenvolvido, como na
medula dssea, sangue, figado, corddo umbilical, placenta, tecido muscular,
tecido adiposo, entre outros.

As CTHs foram as primeiras células tronco descritas, identificadas por
Till e McCulock ha mais de 40 anos. Como caracteristica principal, o potencial
de dar origem a diversos tipos de células do sangue, tanto as de origem
mieldide (macréfago e mondcito) como as de origem linfoide (linfocitos B e T)
(MARTINS, 2019). Dessa forma, as CTHs séo responsaveis pela manutencao
do sistema hematopoiético durante a vida do organismo (SANTOS, 2017).

Ja as CTMs tém capacidade de se diferenciar em linhagens de tecidos
mesodérmicos, como 0 musculo esquelético, ossos, tenddes, cartilagem e
gordura, quando em condicfes de cultivo adequado (GONDA et al., 2008). As
CTMs tém diversas propriedades que sugerem alta capacidade na terapia
celular em inUmeras patologias. Modulacao do sistema imunolégico do animal
receptor, se diferenciar em osteoblastos, fibroblastos, miécitos, tendcitos,
ostedcitos e adipdcitos, além da capacidade de promover a
neovascularizacdo e diminuicdo da producdo de células e citocinas pro-
inflamatorias, promovendo o0 processo de reparacdo tecidual e
remodelamento (SANTOS, 2017; PERONI et al., 2011; MAXSON et al., 2012;

SCHIPPER et al. 2008). Além dessas caracteristicas, uma das que mais
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chama a atencéo e tornam as células tronco muito atrativas para o combate
de diversas patologias € o fato de CTMs possuirem um comportamento
migratorio, sendo a base para as células tronco atingirem os locais enfermos
apos administracdo intravenosa, intralesional ou perilesional. As citocinas
liberadas nos sitios de inflamacdo ou lesdo geram a sinalizacdo quimica
orientando a migracdo das células (MAIA, 2012).

Em relacdo as suas fontes de colheita, os primeiros estudos com
células troncos adultas, se iniciaram com células-tronco mesenquimais de
medula 6ssea (CTM-MO) (MARTINS, 2019). Atualmente tém sido obtidas a
partir de inomeras fontes teciduais, porém dentre estas, visando sua
utilizacao terapéutica na medicina veterinaria, o tecido adiposo, o cordao
umbilical assim como o sangue do mesmo, sédo as fontes utilizadas de forma
mais frequente (SANTOS, 2017). Porém, tendo em vista o procedimento
cirargico simples, o facil acesso e os simples procedimentos de isolamento
com base em enzimas de digestdo tecidual tornaram o tecido adiposo
subcutédneo uma atraente fonte para obtencdo de CTM para os pesquisadores
e clinicos de quase todas as areas da medicina e medicina veterinéria
(MARTINS, 2019; SANTOS, 2017). As ceélulas tronco derivadas de tecido
adiposo (CTDA), em uma analise comparativa com as CTM obtidas da
medula 6ssea, o tecido adiposo mostrou que CTDA nado séo diferentes em
relacdo a sua morfologia, imunofendtipo, frequéncia na formacao de colonias,
plasticidade, podem render 500 vezes mais células a partir da mesma
quantidade de tecido e sdo geneticamente mais estaveis em culturas a longo
prazo (MIZUNO, 2009). Em um estudo realizado, as CTDA corresponderam
cerca de 2% de todo total do lipoaspirado (KINGHAM et al., 2007), enquanto
a medula 6ssea apresenta entre 0,001 a 0,01% de CTM do total extraido
(MIAO et al., 2006). E essa informacao é de extrema importancia, pois lesdes
em tecidos como 0ssos e tenddes requerem grandes quantidades celulares
para alcancar a eficacia terapéutica, principalmente na medicina equina
(BRAVO et al., 2012). Além disso, outra vantagem das CTDA é que apés
serem isoladas, podem ser crio-preservadas por até 6 meses mantendo suas
caracteristicas (MARTINS, 2019).
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Na medicina humana, as CTM ja vém sendo utilizadas h& algum tempo
no reparo de tendbes (GOMIERO, 2016; LUCKE 2018). Na medicina
veterinaria, ja ha relatos de utilizacdo terapéutica em muitas areas, como em
osteoartrites (BURKE et al., 2016; AFIZAH e HIU, 2016), tendinites
(LEPPANEN et al., 2009; BREHM et al., 2012), ndo unido 6ssea (CHEN et al.,
2003; ZAMPROGNO, 2007), lesdes medulares (PENHA et al.,, 2014;
SARMENTO et al., 2014), Ulcera de cornea (TAKACS et al., 2009),
ceratoconjutivite seca (VILLATORO et al., 2015), doenca renal (QUINBY et
al., 2016), dermatologia (HARMAN, 2013), doenca inflamatoria intestinal
(PEREZ-MERINO et al., 2016; WEBB et al., 2015) e cardiomiopatia (POGUE
et al., 2013). Com isso, podemos demonstrar a eficacia e seguranca do uso

de células tronco em novas terapias na medicina veterinaria.

MATERIAL E METODOS

4.1 MEMBRANA BIOLOGICA

4.1.1 COLHEITA E PREPARACAO DE TUNICA ALBUGINEA TESTICULAR
BOVINA

Foram coletadas 10 tunicas albugineas de bovinos provenientes de
frigorifico abatedouro na regido Norte Fluminense do estado do Rio de
Janeiro (Figura 4). Todos os animais abatidos foram examinados e com
atestado de sanidade e livres de qualquer tipo de patologia ante e post
mortem. Embora ndo seja necessaria uma técnica estéril para a colheita,

estas se deram com o maior controle de higiene possivel.

Figura 4: Foto de testiculo bovino nho momento recente
ap6s colheita e lavagem, ainda no interior do frigorifico
bovino. Fonte: Arquivo pessoal.
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Logo apds a retirada do trato reprodutivo, os testiculos foram
segregados e a tunica albuginea cuidadosamente dissecada do parénquima
testicular. Em seguida foram acondicionadas em caixa térmica para transporte
até o Setor de Anatomia Animal do Laboratorio de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA) no Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (HVET UENF). No setor, primeiramente, as tanicas
albugineas passaram por uma debridacdo a fim de evitar excessos de tecidos
indesejaveis e resquicios de tecido adiposo. ApOs essa limpeza as tdnicas
foram suavemente lavadas em agua corrente, em um recipiente e cobertos
por uma compressa, por 2 horas com o objetivo de retirar o maximo de tecido
sanguineo, deixando-a com o aspecto claro (Figura 5). Em seguida foram
retradas da &gua e submersas em solugdo fisiologica 0,9% por

aproximadamente 3 horas para reidrata-las.

Figura 5: Tunicas albugineas extraidas
de testiculos bovinos durante o
processo de limpeza. Fonte: Arquivo
pessoal.

Para analise histologica, 2 tunicas foram selecionadas ao acaso e
foram colhidos 4 fragmentos 4 cm? de cada uma delas, sendo eles; 1
fragmento da extremidade capitata, 1 fragmento da extremidade caudata, 1
fragmento borda livre e 1 fragmento da borda epididimaria. Em seguida sendo
fixados em formalina neutra tamponada a 10%. Concomitantemente, foi
realizada uma selecdo das tunicas restantes e as 4 que apresentaram
melhores condi¢cdes macroscopicas foram submersas em solugéo de glicerina
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98%, coberta com gaze ou compressa para manter a submersdo na
propor¢cdo de 10:1, ou seja, 10 vezes o volume da membrana para 1 de
glicerina. As membranas se tornaram disponiveis para uso ap0s um tempo

minimo de 30 dias, preservadas.

4.1.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

No setor de Patologia Animal (LMPA-HVET-UENF) foram realizadas as
andlises e avaliacdes histologicas. Fragmentos de tunica albuginea foram
colhidos em dois momentos do processo de preparacdo, sendo eles: logo
apos a debridacéao e reidratacdo e apés 30 dias preservada.

Apoés a fixacdo das amostras em formol tamponado neutro a 10% e
identificagdo das mesmas, foi realizado todo processo histotécnico de rotina e
em seguida a coloracao pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE).

4.1.3 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

ApGs o periodo minimo de preservacao em glicerina, foram coletados 4
fragmentos das membranas biologicas, e submetidos a uma anélise
microbiolégica, no laboratério de bacteriologia da UENF. Esta avaliacéo teve
por objetivo testar a eficacia da técnica de preservacdo das membranas em

relacdo a contaminacgao por bactérias e fungos.

4.2 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS EXTRAIDAS DE TECIDO
ADIPOSO

As células tronco mesenquimais foram derivadas de tecido adiposo de
3 ratos jovens. Os animais foram eutanasiados por aprofundamento de
anestésicos (xilazina 2% e cetamina 10%), conforme uma das indicacfes
para pequenos roedores de laboratorio (LUCKE, 2018). Em seguida foi
realizada uma incisdo do tecido cutaneo e subcutaneo na regido inguinal,
tendo acesso ao tecido adiposo (Figura 6). O tecido foi extraido, cortado em

pequenos pedacos e amostras do tecido com vasos sanguineos foram
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descartados para evitar contaminagdo. As amostras foram colocadas em 3
tubos falcon estéreis e adicdo de 4% de penicilina e estreptomicina em
solucdo PBS(Tampao fosfato-salino ou phosphate buffered saline) (Figura 7).
Logo apos o procedimento os tubos foram acondicionados em caixa térmica
com gelo e transportados até o CELLTROVET, laboratério de preparacéo e
cultura de células tronco, localizado na cidade de S&o Paulo — SP. O
laboratorio enviou as células tronco congeladas em criotubos, onde cada

criotubo continha 3 milhdes de células.
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Figura 6: Coleta de tecido adiposo Figura 7: Tubo estérii com

subcuténeo em rato jovem da raca amostra de tecido adiposo em
Wistar. Fonte: Arquivo pessoal. solugdo para transporte.

Fonte: Arquivo pessoal.

No Laboratério de Biologia do Reconhecer (LBR) do Centro de
Ciéncias Biol6gicas (CBB) da UENF, foi realizado o processo de
descongelamento e preparacdo para uso das células. Primeiramente, apos a
retirada do criotubo do botijdo de nitrogénio, colocou-se em agua destilada
em “Banho Maria” até que todo conteudo do criotubo estivesse liquido, sendo
o tempo estimado em média 5 minutos (Figura 8). Apds a retirada do “Banho
Maria” borrifou-se alcool 70° no criotubo e foi levado a capela de fluxo, onde
com auxilio de uma pipeta Pauster retirou-se todo o liquido do tubo criogénico
e transferiu para um tubo coénico estérii que em seguida também foi
adicionado lentamente solugdo fisiolégica na proporcdo de 1:1,
homogeneizando-se com cautela. ApGs o fechamento, o tubo conico estéril foi

levado a centrifuga por 5 minutos a 1500 rpm, sendo assim as células se
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sedimentaram no fundo do tubo e descartou-se o sobrenadante com auxilio

de pipeta Pasteur (Figura 9).

\

Figura 8-A: Retirada dos criotubos, com células tronco, do botijao de
nitrogénio. 8-B: Procedimento de descongelamento de células em
banho maria. Fonte: Arquivo pessoal.

9-B

Figura 9-A: Homogeneizagdo das células tronco com solucéo
fisioldgica com auxilio de pipeta Pasteur. 9-B: Centrifugacdo de
células tronco. Fonte: Arquivo pessoal.

Em seguida foi adicionado lentamente 3 ml de solugédo fisiolégica
ressuspendendo as células, para novamente realizar centrifugacdo por 5
minutos a 1500 rpm. Esse procedimento foi realizado 3 vezes no total. Por fim
as células foram ressuspendidas em volume final desejado, de acordo com
gue cada 0,1 ml de solucdo contivesse no minimo 500 mil células tronco
viaveis (Figura 10). Para confirmacdo do sucesso da técnica apds toda
preparacao, 1 aliquota de solucdo preparada foi corada com Azul de Tripan
1% para teste de quantificacdo e viabilidade celular. Onde essa aliquota
corada na camara de Neubauer, foi observada em microscopio para realizar

contagem de células viaveis (Figura 11).
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Figura 10-A e B: Seringa evidenciando o volume de 0,1 ml e caixa térmica
acondicionando seringas preparadas com solucdo. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 11-A: Coloracdo da solucdo das células tronco com Azul de Tripan 1%
na camara de Neubauer. 11-B: Avaliacdo quantitativa e qualitativa das células
tronco através de microscopia. 11-C: Células tronco evidenciadas na camara de
Neubauer através de microscopia. Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 ENSAIO IN VIVO — MODELO EXPERIMENTAL: RATOS WISTAR

Foram utilizados 31 ratos da raca Wistar (Rattus norvegicus albinus), a
partir de 3 meses de idade, atingindo a fase adulta, entre 350 e 450g. Todos
foram pesados, identificados e permaneceram individualmente em gaiolas
padrdo de polipropileno no biotério do Setor de Anatomia Animal (LMPA-
HVET-UENF), mantidos sob temperatura (22°C £2°C) e umidade relativa do
ar (55% +5%) controladas e fotoperiodo de 12/12 horas, recebendo racdo
balanceada e &agua a vontade (Figura 12). Os ratos foram separados
aleatoriamente em 4 grupos, sendo o primeiro o grupo controle(GC)(n=4), o
gual nao sofreu nenhum tipo de procedimento, porém passou por todos os
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exames e analises. O segundo grupo(GT)(n=9) passou pelo procedimento de
tenorrafia simples, o terceiro foi o grupo onde o procedimento de tenorrafia
teve a associacdo da membrana biolégica(GMB)(n=9) e o0 quarto
grupo(GCT)(n=9) houve a aplicacdo de células tronco no foco da tenorrafia
(TABELA 1).

Figura 12: Biotério de criagdo e manutencao
dos ratos participantes do experimento com

ambiente controlado, agua e racdo a vontade.
Fonte: Arquivo pessoal.

TABELA 1 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

GRUPO N° DE PROCEDIMENTO REALIZADO
ANIMAIS
1 GC 4 Grupo controle
2 GT 9 Grupo tenorrafia
3 GMB 9 Grupo tenorrafia + membrana biolégica
4 GCT 9 Grupo tenorrafia + célula tronco

4.3.1 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram inicialmente pesados e anestesiados com Cloridrato
de Cetamina a 10% (75 mg/kg) e Cloridrato de Xilazina a 2% (4 mg/kg) com
aplicacédo intraperitoneal. E para associacdo analgésica também foi utilizada a
Morfina 1% (3 mg/kg) também por via intraperitoneal. Essa Ultima, por sua
vez, seguiu sendo realizada a cada 4 horas no pos-operatOrio por via
subcutanea durante as primeiras 24 horas pos cirargicas. A pele sobre a
regido caudal da tibia do membro pélvico direito (MPD), no local

correspondente ao tenddo calcaneo, foi tricotomizada manualmente. Apoés
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assepsia local (alcool iodado), realizou-se uma incisdo longitudinal na pele
sobre o local correspondente a tenotomia, entre a insercao calcanear e a
juncdo miotendinea, onde foi realizada a tenotomia total por cisalhamento
transversal, utilizando lamina de bisturi nimero 12 (Figura 13).

= ) -~ " ¥

Figura 13-A: Incisdo de pele da regido caudal da tibia. 13-B: Exposi¢éao
do tendao calcaneo comum para posterior tenotomia por cisalhamento
transversal. Fonte: Arquivo pessoal.

O procedimento nos animais do grupo GT serviu de controle, sendo
uma tenotomia completa seguida de tenorrafia com fio 5.0 poliglactina 910
monofilamentado permitindo a aproximacédo dos cotos tendineos. J& no grupo
GMB a tenorrafia foi associada ao uso de um fragmento de membrana
bioldgica, no padrdo de 3 mm x 5 mm. (Figura 14) e no grupo GCT ocorreu a
aplicacdo de 500 mil células tronco no local da tenorrafia (Figura 15). A
seqguir, a pele foi suturada com fio 5.0 nylon ndo absorvivel e submetida a
limpeza local (com alcool iodado), e em seguida imobilizagdo do membro com
algoddo ortopédico e bandagem elastica (Figura 16). No pdés-operatério
imediato, os animais receberam cetoprofeno 10% (3 mg/kg-* SC, SID) durante
trés dias seguidos. A avaliacdo de cada individuo foi monitorada nas

primeiras 12 horas de pds cirdrgico e em seguida diariamente.

Figura 14-A: Tenorrafia do tenddo calcaneo
comum. 14-B: Tenorrafia associada a
membrana bioldgica. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 15: Aplicacdo de células tronco no local da tenorrafia.
Figura 16: Animal com o membro pélvico direito (operado)
imobilizado.  Fonte: Arquivo pessoal.

4.3.2 ANALISES E AVALIACOES

Foram realizadas andlises e avaliacbes dos tendfes dos ratos de todos
0S grupos. Ap6s a realizagdo do procedimento, os animais foram
selecionados de forma aleatdria para serem eutanasiados e passarem por
avaliagcbes macro e microscopicas. As eutanasias se deram em trés
momentos, sendo em cada um com um animal do grupo GC e trés animais de
cada grupo de tratamento, sendo eles GT, GMB e GCT. O primeiro momento,
foi onde os animais foram eutanasiados 7 dias ap6s o procedimento. O
segundo foi 0 momento onde os animais estavam completando 14 dias de
pés-cirargico e por fim com 21 dias de pés-cirargico. Esses tempos de
eutanasia eleitos correspondem aos tempos de regeneracdo tecidual do
tenddo, nas suas respectivas fases inflamatéria, proliferativa e de
remodelamento (CLUTTERBUCK et al., 2010; MORITA et al., 2017; LUCKE,
2018; RAISER, 2001).

4.3.2.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

As eutanasias foram realizadas pelo aprofundamento de anestésicos
(xilazina 2% e cetamina 10%), conforme o protocolo de Lucke, 2018. Apoés as
eutanasias, foram realizadas as avaliagbes macroscoépicas, seguindo 0s
parametros: presenca e coloracdo da membrana bioldgica, consisténcia,
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edema, presenca de vascularizagdo, infec¢éo da ferida operatéria, deiscéncia
de pontos, inflamacdo tendinea e formacdo de aderéncias. Além desses
parametros, também foi realizada uma mensuracdo de espessura tendinea
em cada tendao operado e ndo operado (Figura 17). Todas essas avaliacdes
foram realizadas de forma padrdo e anotadas em fichas individuais, para cada

animal.

*f"{'lf L il
Figura 17: Mensuracao de espessura tendinea
com auxiio de paquimetro  digital.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.3.2.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

As avaliacBes microscopicas foram realizadas ap6s a colheita da ferida
cirargica, onde o tenddo calcaneo foi dissecado, desde sua origem
miotendinea até sua inser¢cdo na tuberosidade do calcaneo e, em seguida,
fixados em solucdo aquosa de formalina neutra tamponada a 10%. Apos toda
preparacao histotécnica, que foi realizada no setor de Patologia Animal
(LMPA-HVET-UENF), as laminas foram coradas com Hematoxilina Eosina
(HE), Picrosirius-Red (PS) e Tricrdmico de Masson (TM) e examinadas por
microscopia de luz. A técnica em HE teve por objetivo avaliar a reagdo
inflamatdria, como a presenca de macréfagos, fibrina, neutrdéfilos, tecido de
granulacao, fibrose e presenca da membrana biolégica. A técnica em PS
objetivou-se uma andlise qualitativa das fibras coldgenas do tecido conjuntivo,
através da diferente interferéncia de cores, intensidade e birrefringéncia dos
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tecidos corados, diferenciando principalmente as fibras tipo | e tipo Ill. As
fibras tipo | apresentam-se como fibras espessas, altamente birrefringentes e
na cor vermelha, enquanto que as fibras tipo Ill se apresentam em feixes
finos, com fraca birrefringéncia e na cor amarelo-esverdeado. Ja a técnica de
Tricrbmico de Masson objetivou-se fazer uma analise quantitativamente das
fibras colagenas do tecido conjuntivo, conferindo a coloragdo azul a todas

estas fibras, porém nao permitindo a diferenciacéo entre os tipos | e lll.

RESULTADOS

Em relacdo as andlises da tunica albuginea, os fragmentos coletados
antes do processamento para preservagcdo em glicerina, ndo apresentaram
diferenca histolégica em suas composi¢cdes nas distintas regides coletadas,
sendo elas; extremidade capitata; extremidade caudata; borda livre e borda
epididimaria. Onde basicamente, todas essas regies caracterizaram-se por
serem constituidas de tecido conjuntivo frouxo e denso, além de vasos
sanguineos. Também foi coletado um fragmento de forma estéril, porém apés
o tempo minimo de preservacdo em glicerina, onde foi realizado exame
microbiolégico. E ndo houve crescimento de bactérias ou fungos no
fragmento, demonstrando que a técnica realizada de forma limpa e segura,
para a preservacao da membrana bioldgica.

Nos resultados dos grupos experimentais, tivemos as analises
macroscopicas, onde foi possivel observar uma diferenca significativa de
padrdo de cicatrizacdo entre os grupos, onde o grupo GCT demonstrou ter
uma cicatrizacdo muito mais eficiente e organizada. Essa conclusdo se
responde através de alguns parametros que possibilitaram realizar a
comparagdo entre 0s grupos experimentais. O grupo GT e GMB
apresentaram edema na regido do membro operado até os 21° dia de pos
operatorio, ja 0 GCT desde o 7° dia de pds operatério ndo foi observado
sinais de edema no membro operado (Tabela 2) (Figura 18).
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TABELA 2 — PRESENCA DE EDEMA E INFLAMACAO TENDINEA

GRUPO TENOTOMIA GRUPO MEMBRANA GRUPO CELULA TRONCO
BIOLOGICA
Tempo de Edema | Inflamacgéo Tempo Edema | Inflamacao Tempo Edema | Inflamagao
eutanasia tendinea de tendinea de tendinea
eutanasia eutanasia
7 DIAS Sim Sim 7 DIAS Sim Sim 7 DIAS Néo Sim
14 DIAS Sim Sim 14 DIAS Sim Sim 14 DIAS Néo Néo
21 DIAS Sim Néo 21 DIAS Sim Sim 21 DIAS Néo Néo

Outro parametro avaliado foi a inflamacao tendinea, onde todos os
grupos experimentais, apresentaram inflamacéo tendinea ao 7° dia de pos
operatorio, sendo o GCT oque apresentou de forma mais branda e a partir do
14° dia de poés operatorio ndo apresentava mais a inflamagdo. O GT
demonstrou a inflamacdo até o 14° dia e GMB evidenciou a inflamacgéo
tendinea em todos os momentos avaliados, ou seja, até o 21° dia de pés
operatorio (TABELA 2) (Figura 19).

Esse parametro também pbde ser avaliado e comparado através da
mensuracdo dos tenddes apOs a necropsia com o auxilio do paquimetro
digital. Essa mensuracdo foi realizada de 2 formas, sendo a primeira
comparando os dois membros do mesmo animal, membro pélvico direito
(operado) e membro pélvico esquerdo (ndo operado) (Tabela 3). E a segunda
forma de avaliacao foi comparando os membros operados (MPD) de todos os
grupos, incluindo o GC, o qual ndo sofreu procedimento cirargico. Onde fica
bem claro que o GCT demonstra ter uma maior qualidade de cicatrizacdo em

menos tempo, comparado aos outros grupos (GT e GMB) (Grafico 1).
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TABELA 3 — ESPESSURA TENDINEA (MPD / MPE) (em milimetros)

GRUPO TENOTOMIA | GRUPO MEMBRANA GRUPO CELULA
BIOLOGICA TRONCO
Tempo de
L. Membro Membro Membro Membro Membro Membro
eutanasia
Pélvico Pélvico Pélvico Pélvico Pélvico Pélvico
direito Esquerdo direito Esquerdo direito Esquerdo
7 DIAS 5,72 mm 3,84 mm 7,4 mm 3.73 mm 4,96 mm 3,5 mm
14 DIAS 7,07 mm 4,89 mm 6,5 mm 4,2 mm 4,93 mm 3,8 mm
21 DIAS 5,85 mm 5,34 mm 6,06 mm 4,3 mm 4,03 mm 4,06 mm
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Figura 18: Regido caudal da tibia do membro pélvico direito, evidenciando a
localizacéo do tenddo calcaneo comum. Imagem com destaque para as regifes
operadas, circuladas em vermelho. 18-A: Animal do GT no 14° dia pés-operatério
evidenciando edema em toda extensao da regido caudal da tibia. 18-B: Animal do
GMB no 14° dia pés-operatorio, também com a mesma caracteristica de edema na
regido. 18-C: Animal do grupo GCT no 14° dia pos-operatdrio demonstrando um

aspecto muito préximo da normalidade para a regido caudal da tibia. Fonte: Arquivo
pessoal.

GRAFICO 1 — ESPESSURA TENDINEA (MPD) (em milimetros)

GRAFICO 1
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Durante as necrépsias, outra caracteristica avaliada e que teve uma
diferenca significativa entre os grupos, foi a consisténcia da ferida cirargica.
Onde o GT e o GMB apresentaram, em todos os animais avaliados dentro do
seu respectivo grupo, consisténcia da ferida cirargica alterada através de
palpacédo das feridas. No GT foi possivel observar uma rigidez tecidual em
todos os momentos de avaliacdo, desde o 7° ao 21° dia pds-cirdrgico e o
GMB inicialmente apresentou rigidez tecidual nos 2 primeiros momentos de
avaliacdo, porém no 21° dia poés-cirurgico todos os 3 animais avaliados

apresentaram uma certa flacidez da ferida cirdrgica e tecidos adjacentes.

Figura 19-A/B/C: TendBes cancaneo comum de ratos wistar no 21° dia
pos operatério. 19-A: Tenddo de animal do GT, evidenciando um
espessamento irregular desde jungdo miotendinea até porcéo final da
imagem. 19-B: Tenddo de animal do GMB, com espessamento
tendineo irregular e local de cicatrizagdo com evidente desorganizacéo
tecidual. 19-C: Tenddo de animal do GCT demonstrando um bom
padrdo de cicatrizacdo e espessura tendinea bem regular em toda sua
extensdo. 19-D: Tenddo de animal do GC, para ilustrar o padrdo
tendineo normal. Fonte: Arquivo pessoal.

Além disso, nesse 21° dia, as membranas biolégicas, que estavam
associadas as feridas, também se encontraram flacidas e com uma coloracéo
alterada (Figura 20). Em contrapartida, o GCT na fase inicial, ou seja, na
avaliacdo dos animais eutanasiados com 7 dias de poés-cirurgico, foi
observado uma leve rigidez na ferida cirdrgica, porém tanto no 14° como no
21° dia de pos-cirurgico, os tecidos apresentaram consisténcia bem proxima

ao de tecidos tendineos normais, ndo operados, como visualizados no GC.
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Figura 20: Tenddo com
baixa qualidade cicatricial,
sem padronizagéo tecidual e
membrana biologica (seta
vermelha) alterada em
aspectos de coloracdo e
consisténcia.

Fonte: Arauivo pessoal

Nas analises microscopicas também foi possivel visualizar marcantes
diferencas entre 0s grupos experimentais, em relacdo ao padrdao de
inflamacgéo, tempo e qualidade de cicatrizagdo. Assim como realizado durante
as necropsias, no momento de avaliacdo microscopica das laminas, foi
padronizado uma ficha de avaliacdo para cada animal. Onde, nessa ficha foi
preenchida com anotacdes e graduacbes das caracteristicas apresentadas
nas laminas, coradas em HE, TM e PS.

Na tabela 4 evidencia que durante a analise das laminas coradas em
HE, o GMB ao 7°, 14° e 21° dia pds-operatorio, apresentou presenca de
macréfagos e neutrdfilos, indicando um processo inflamatério bem ativo
durante todo esse processo cicatricial, além de uma sinalizacdo de resposta
imunoldgica ativa também (Figura 21-A e B). O GT ao 7° dia pés-operatdrio
confirmou presenca de macréfagos e neutrdéfilos, porém ao 14° dia somente
presenca de macréfagos e ao 21° dia ndo havia presenga dessas células,
indicando que apos o 14° dia de pOs operatorio, 0s animais desse grupo
passaram da fase inflamatéria da ferida (Figura 21-C). JA o GCT desde o 7°
dia em diante, todos os animais do grupo nao apresentaram macrofagos e
neutrofilos na regido cicatricial, apontando assim uma fase inflamatéria muito
rapida e eficiente (Figura 21-D).
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TABELA 4 — FASE INFLAMATORIA (AVALIACAO MICROSCOPICA)

Tempo de Presenca de Presenca de
CERESE macrofago neutréfilo
GRUPO 07 DIAS Sim Sim
TENOTOMIA
14 DIAS Sim N&o
21 DIAS Nao N&o
GRUPO 07 DIAS Sim Sim
MEMBRANA : :
B|OLOG|CA 14 DIAS Sim Sim
21 DIAS Sim Sim
GRUPO 07 DIAS N&o N&o
CELULA TRONCO 14 DIAS Nao N&o
21 DIAS N&o N&o

Figura 21-A e 21-B: Fotomicrografia de laminas coradas em HE com
aumento de objetiva 10X (A) 40X (B), (C) e (D). llustrando o GMB ao 7° e 21°
dia respectivamente pos operatério, apresentando macrofagos e neutrofilos.
21-C: Fotomicrografia da Iamina do GT ao 7° dia com marcante caracteristica
inflamatéria. 21-D: Fotomicrografia da 1amina do GCT ao 7° dia, sem células
inflamatdrias e uma caracteristica de fibrose intensa. Fonte: Arquivo pessoal
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Outra caracteristica que conseguimos fazer avaliacdes e comparacoes
entre 0os grupos na coloracdo de HE, foi a presenca de fibrina, tecido de
granulacéo e fibrose. Onde no GT ao 7° dia, apresentaram fibrina e inicio de
tecido de granulagcéo (Figura 21-C), ao 14° dia ja ndo apresentava mais a
fibrina e somente o tecido de granulacdo e com alguns pontos de fibrose e no
21° dia apenas fibrose. O GMB ao 7° dia apresentava um inicio de tecido de
granulacao, juntamente com alguns pontos de fibrose inicial também e a partir
do 14° dia, ja se identificava apenas fibrose, assim como no 21° dia (Figura
21-A e 21-B). Ja no GCT ao 7° dia, ja havia uma fibrose muito bem instalada
em toda &rea lesionada (Figura 21-D). Demonstrando no GCT, uma agilidade
na cicatrizacdo, de forma organizada e com qualidade.

Na avaliacdo das laminas coradas com TM, onde o tecido colageno fica
corado em azul, também foram observadas caracteristicas diferentes entre os
grupos, principalmente destacando o grupo GCT dos demais. Visto que as
laminas do GCT apresentaram uma densidade de colageno intensa desde do
7° dia de pds operatério, enquanto os demais grupos (GMB e GT)
apresentaram densidade de colageno leve ao 7° dia e moderado ao 14° dia
(Figura 22).

A X <

Figura 22: Fotomicrografias de laminas coradas em TM com aumento de
objetiva 10X (A) e (D) 40X (B) e (C). 22-A: GMB ao 7° dia apresentando
leve intensidade de colageno. 22-B: GMB ao 14° dia com moderada
presenca de colageno. 22-C: GT demonstrando presencga intensa de
colageno ao 21° dia. 22-D: GCT ao 7° dia evidenciando a intensa
presenca de colageno e de forma organizada. Fonte: Arquivo pessoal
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Mais uma vez, demonstrando que o uso de membrana biolégica no
GMB néo causou melhora ou aceleracéo no efeito cicatricial, comparado ao
GT. Em contrapartida o GCT apresentou uma producdo de colageno em
grande quantidade em menor tempo e analisando as laminas do 14° e 21°
dia, além de intensidade de colageno, o GCT demonstrou uma progressao
acelerada em modelacéo do tecido (Figura 23).

Assim como a coloracado de TM, também foram observadas diferencas
entre 0s grupos na coloracdo em PS, onde essa técnica visa qualificar o tipo
de colageno prevalente no tecido. Os resultados obtidos foram coerentes com
os resultados demonstrados até o momento. Nesta avaliacdo foi estipulado
uma graduacdo em cruzes, de 1 a 3 cruzes, como estd demonstrado na
tabela 5.

23-C /i R SEC

St {3 AN -
Figura 23: Fotomicrografia de laminas coradas em TM com aumento de

objetiva 10X. Evolucdo cicatricial do GCT evidenciadas em laminas
coradas em TM. 23-A: 7° dia. 23-B: 14° dia. 23-C: 21° dia.

Figura 24: Fotomicrografia de lamina corada em TM com aumento de
objetiva 40X. 21° dia do GT de forma comparativa ao GCT.

Fonte: Arquivo pessoal
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TABELA 5 - AVALIACAO MI~CROSCC')PICA QUALITATIVA DE COLAGENO
(COLORACAO PRICOSIRIUS RED)

Tempo de Colageno tipo | Coléageno tipo llI
eutanasia
~ GRUPO 07 DIAS % ++
TENOTOMIA
14 DIAS + ++
21 DIAS ++ ++
GRUPO 07 DIAS + ++
MEMBRANA
BIOLOGICA 14 DIAS ++ F+
21 DIAS +r T
GRUPO 07 DIAS G s
CELULA 14 DIAS ot +
TRONCO
21 DIAS T "

Por tanto, bem como esta demonstrado na tabela acima, nos grupos
GT e GMB observamos uma prevaléncia de colageno tipo Il até o 14° dia e a
partir do 21° dia, uma igualdade entre os tipos de colageno. Isso demonstra
gque somente a partir deste momento esta comecando uma transicdo do
colageno tipo lll, o qual é um colageno de fase inicial de cicatrizagcdo, com
boa resisténcia porém pouca capacidade elastica, para o colageno tipo I, o
qual é o colageno predominante nos tecidos em fase de modelacéo, tendo
ampla capacidade de elasticidade.

Como vem sendo demonstrado nas outras avaliagbes, o GCT
apresentou diferenca significativa dos demais grupos, onde desde o 7° dia
poés-operatorio foi observado uma grande quantidade de colageno tipo | e
menor quantidade de colageno tipo Ill. Apontando que além de uma
aceleragdo na cicatrizacdo dos tenddes, o GCT tem uma cicatrizagdo de alta
gualidade com predominéncia de tecido organizado e com maior capacidade
de elasticidade, oque é de extrema importancia para os tenddes.
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Figura 25: Fotomicrografia de laminas coradas em Pricosirus-Red com
aumento de objetiva 40X (A) e (B) 10X (C) e (D). Fibras espessas e
vermelhas: Colageno tipo I. Fibras finas e amarelo esverdeadas: Colageno
tipo Ill. 25-A: Lamina do GT ao 21° dia, demonstrando uma igualdade dos
tipos de colageno. 25-B: Lamina do GMB ao 21° dia, com uma igualdade de
tipos de colageno. 25-C: Lamina do GCT ao 7° dia, evidenciando uma
consideravel predominancia de colageno tipo I. 25-D: Lamina do GCT ao 21°
dia, também com maior quantidade de colageno tipo | de forma bem
modelada. Fonte: Arquivo pessoal

6. DISCUSSAO

Para a realizacdo desse trabalho, utilizamos algumas fontes de
informacdes na literatura disponivel, visto que exigia muito conhecimento
pratico principalmente do procedimento a ser realizado nos animais. E néo
encontramos informacBes muito detalhadas, oque pode influenciar
diretamente no sucesso do trabalho. Na literatura consultada, achamos
alguns protocolos anestésicos para realizacdo de procedimento cirlrgicos em
ratos wistar por via intraperitoneal, porém ao realizar um projeto piloto fomos
observando que o protocolo sugerido por Lucke et al. (2018) ndo estava
dando resultado satisfatorio, onde a dose recomendada era de 80 mg/kg de

cetamina e 10 mg/kg de xilazina.

Os animais estavam deprimindo muito durante a cirurgia, demoravam a
retomar consciéncia no pés-cirdrgico e vinham a 6bito em seguida. Com isso

fizemos ajustes nas doses, além de associarmos a morfina ao protocolo
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anestésico, como também na terapia pos-operatéria para o controle da dor,
como foi citado nesse presente trabalho. Martins (2019) também fez uso de
protocolo analgésico para controle da dor, sendo que foi utilizado o tramadol

(20 mg/kg) por via intraperitoneal durante o procedimento cirargico e no pos.

Por tanto, apds esses ajustes, nos grupos experimentais conseguimos
ter uma excelente inducdo anestésica, com retomada da consciéncia mais
rapida e eficiente controle da dor, evitando o 6bito dos animais e garantindo o
bem estar durante a pesquisa. J& Costa (2011) utilizou em seu experimento,
anestesia por meio de vaporizacdo em aparato inalatério com halotano
(inducédo 4%, manutencdo de 1,5 a 2%, diluido em 70% N,O e 30% O.,).
Podemos observar que na literatura ha uma grande variedade de protocolos
anestésicos, tanto de forma inalatéria como intraperitoneal, porém esse ultimo
ndo tdo bem descrito e detalhado para ser adotado com técnica padrdo. E
neste presente trabalho conseguimos estipular e comprovar uma técnica

eficiente para anestesia intraperitoneal em ratos Wistar.

Assim como Felix (2013), utilizamos CTM extraidas de tecido adiposo
devido ao bom desempenho, facil reproducdo celular em cultura, alta
capacidade anti-inflamatodria, baixa expressdo de antigenos e sua capacidade
imunomoduladora. O sitio de coleta do tecido adiposo escolhido foi 0 acesso
subcutaneo da regido inguinal dos ratos, assim como no estudo de Lucke
(2018). Ja Felix (2013) e Martins (2019) descrevem que realizam a coleta do
tecido na regido abdominal dos animais. De forma geral, havera tecido
adiposo subcutaneo em ambas as regides, inguinal e abdominal. Santos
(2017) descreve que nos animais domeésticos a fonte mais utilizada para
isolamento e cultura de células tronco é o tecido adiposo, assim como Oliveira
(2019), que publicou um trabalho realizando a coleta de tecido adiposo em
equinos, na regiao paralela a base da cauda, através de uma incisdo de pele

de 4 a 5 cm atingindo o tecido adiposo entre a pele e a musculatura.

Porém Bernardo et al. (2017) realizou um estudo em equinos,
descrevendo uma técnica de obtencéo de células tronco, a partir da corrente
sanguinea, sendo chamadas de células progenitoras periféricas. Onde

informou que é uma técnica de facil execucdo, sendo possivel em ambiente
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ambulatorial, pois & necessario somente o0 acesso a veia do equino sem
necessidade de anestesia ou sedagdo e com menor risco de contaminagao.
Porém em comparacdo com outras fontes de células tronco, a eficacia dessa
técnica é um pouco inferior necessitando mais estudos para aperfeicoamento
e reducdo do tempo de procedimento de coleta, considerado alto, sendo em
média de 2 horas e 30 minutos.

No presente trabalho, em relacdo aos grupos experimentais, foi
possivel obter um resultado bem significativo em relacdo aos animais tratados
com células tronco, devido as lesdes sem aspecto inflamatério ou infeccioso,
nenhum tipo de reac¢do imunoldgica ao uso das células, alta capacidade de
cicatrizacdo e modelamento em curto espaco de tempo, garantindo uma
cicatrizacdo tendinea de alta qualidade e de forma agil, oque é extremamente

buscado em casos de rupturas tendineas na rotina veterinaria.

No estudo realizado por Lucke (2018) apds transeccdo parcial de
tenddes calcaneo de ratos wistar foi utilizado 4,5 x 10°> CTM intralesional e em
seguida sutura de pele. Por microscopia de polarizacdo avaliando a
birrefringéncia, comparando tenddes tratados com CTM e com uso de laser
de baixa poténcia, obtiveram uma organizacdo de colageno melhor em
tenddes tratados somente com laser do que apenas com CTM. Porém o
grupo tratado com CTM obteve melhor resultado em comparativo ao grupo
controle, onde foi somente transeccionado. Na coloracdo em HE o grupo
tratado com laser apresentou mais celularidade em comparado ao grupo de
tratado com CTM.

No presente trabalho, foram utilizadas 5 x 10° CTM intralesional e nas
laminas coradas em PS e TM, para avaliagdo de quantidade e qualidade de
colageno, houve uma diferenca significativa em relacdo aos demais grupos,
assim como nas analises das laminas coradas em HE, demonstrando uma
eficacia muito superior aos tratamentos convencionais realizados
comparativamente. Por isso que é necessario mais estudos sobre tratamentos
utilizando células tronco, para se determinar critérios e padrdes, desde a
escolha do animal fornecedor, da fonte que se utlizara, passando pela

método de coleta e cultura até a aplicagdo com doses, para que se tenha
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melhor compreensdo da técnica, seguranca e eficacia terapéutica (Lucke
2018). Em trabalhos em humanos relacionados a sistema nervoso central as
CTMs tem apresentado eficacia, com capacidade de se diferenciar em
neurdnios e ceélulas da glia, migracdo para local lesionado e promover a

recuperacéo funcional (Costa, 2011).

Oliveira (2019), descreve a utilizacdo de CTMs autdlogas derivadas de
tecido adiposo, por perfusdo regional em equinos com laminite cronica, onde
foi utilizada a dose de 2 x 10’ células em solucéo fisiolégica. Obtendo um
resultado satisfatério comparando com o tratamento placebo, em relacdo a
taxa de crescimento do casco, relacdo espacial entre a terceira falange e o

estojo cérneo, perfusdo vascular e processo cicatricial lamelar.

Membranas biolégicas derivadas de tecidos de animais vem sendo
estudadas e utilizadas principalmente em reparos cirdrgicos de hérnias na
medicina veterinaria (Vidor et al. 2013; Marques et al. 2015) e como curativos

em feridas externas e enxertos (Aceto et al. 2007; Queiroz et al. 2012).

No presente trabalho, as membranas biolégicas derivadas de tunica
albuginea bovina, foram utilizadas em conjunto a tenorrafia, com objetivo de
avaliar a capacidade de algum auxilio na cicatrizacdo. Porém observamos
gue ndo houve melhora cicatricial nos tecidos e também uma reacéo
inflamatoria exacerbada. Demonstrando que seu uso deve ser mais aplicado
em curativos cutaneos e locais onde tenham falhas teciduais como ja descrito
com sucesso (Queiroz et al. 2012; Aceto et al. 2007; Salbego, 2010; Vidor et
al. 2013; Marques et al. 2015).

CONCLUSAO
Ao final deste trabalho chegamos a algumas conclusées:

- A anestesia geral de ratos wistar se mostrou eficaz com as associagdes de
Cloridrato de Cetamina a 10% (75 mg/kg), Cloridrato de Xilazina a 2% (4
mg/kg) e a Morfina 1% (3 mg/kg) por via intraperitoneal. Onde os animais
tiveram uma Otima inducdo e manutencdo anestésica, além de uma rapida

recuperacao apos o procedimento.
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- Na avaliacdo dos fragmentos de tecido de tunica albuginea de diferentes
regides testiculares, ndo houve qualquer diferenca significativa entre as

mesmas.

- Microbiolégicamente a técnica de preservacao de membranas biologicas em
glicerina a 98% se mostrou eficaz, apos culturas realizadas em fragmentos de

tunicas albugineas imersas na solucéo por 30 dias.

- Durante o processo de descongelamento de células tronco, constata-se
necessario o procedimento de contagem de células viaveis em camara de
Neubauer através da técnica de coloracdo de uma aliquota de solucdo com

Azul de Tripan 1% e posterior visualizacdo em microscopio optico.

- A tdnica albuginea apesar da sua elevada capacidade de resisténcia e
cicatrizante, como auxiliar em tenorrafias ndo demonstra ser uma técnica
vidvel, pois apresenta uma influéncia negativa através de processos
inflamatérios intensos gerando um atraso na cicatrizacdo dos tendfes e de
ma qualidade. Ja as células tronco demonstram ser uma excelente ferramenta
para acelerar o processo cicatricial de tenddes, com crescimento quantitativo
e qualitativo de tecido conjuntivo no local da tenorrafia. Sendo de grande
importancia para clinicos e cirurgides veterinarios em lesdes tendineas
graves. Para isso € importante saber formas de coleta, doses, avaliacdes das

células antes de realizar cada procedimento, para se alcancar 0 sucesso.
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